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1. Einleitung 
1.1 Krebserkrankungen  
In der Medizin fasst man unter dem Begriff Krebs Krankheitsbilder von malignen 
Tumorerkrankungen zusammen, die sich durch ein unkontrolliertes Wachstum 
auszeichnen. In diesem Zusammenhang unterscheidet man zwischen benignen 
(gutartigen) und malignen (bösartigen) Tumoren. Die wichtigsten Therapiemöglich-
keiten bei Tumorerkrankungen umfassen die operative Entfernung, die medikamentöse 
Behandlung und die Bestrahlung. In Deutschland ist Krebs nach Herz-Kreislauf-
Erkrankungen mit einem Viertel der Todesfälle die zweithäufigste Todesursache 
(Statistisches Bundesamt, 2013). Im Jahre 2010 wurden in Deutschland insgesamt 
rund 477.300 Krebsneuerkrankungen diagnostiziert, wobei bei Männern am häufigsten 
Prostata (26,1 %), Lunge (13,9 %) und Darm (13,4 %) und bei Frauen Brustdrüse 
(31,3 %), Darm (12,7 %) und Lunge (7,6 %) betroffen waren. Dabei war bei den 
Männern Lungenkrebs (24,9 %) mit Abstand die häufigste Krebstodesursache und bei 
den Frauen nach Brustkrebs (17,4 %) die zweithäufigste (Lungenkrebs: 13,6 %) 
(Robert Koch-Institut und GEKID, 2013). Lungenkrebs ist nicht nur in Deutschland, 
sondern auch weltweit die häufigste Krebstodesursache (GLOBOCAN, 2012). 
Tumore sind nicht nur Ansammlungen von Krebszellen, sondern heterogene komplexe 
Gewebe, die sich aus verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten, Epithel- und 
Immunzellen, Zellen, die Blut- und Lymphgefäße bilden, sowie aus spezialisierten 
Mesenchymzelltypen zusammensetzen. Mutierte Zellen stören die Homöostase 
zwischen diesen Zelltypen im normalen Gewebe und machen sich deren Eigen-
schaften für ihr eigenes Überleben zunutze (de Visser et al., 2006). Krebs ist durch 
verschiedene Merkmale, die für die meisten, wenn nicht sogar alle humanen 
Tumortypen charakteristisch sind, gekennzeichnet. Diese Kennzeichen umfassen die 
Aufrechterhaltung der proliferativen Signalgebung und damit die Unempfindlichkeit 
gegenüber Wachstumsinhibitoren, das Umgehen der Apoptose, ein unbegrenztes 
Replikationspotential, die Induktion der Angiogenese, die Invasion und Metastasierung, 
die Neuprogrammierung des Energiestoffwechsels und das Umgehen der Immun-
überwachung (Hanahan und Weinberg, 2000 und 2011).  
Tumorzellen können ihre Proliferation aufrechterhalten, indem sie die Regulation der 
Produktion und Freisetzung von Wachstumsfaktoren stören und z. B. selber welche 
herstellen oder Zellen der Tumormikroumgebung zu deren Produktion anregen oder 
indem sie entsprechende Rezeptoren auf ihrer Zelloberfläche hochregulieren 
(Hanahan und Weinberg, 2011). Zusätzlich können sie der Wirkung von Wachstums-
inhibitoren umgehen, die das Zellwachstum und die Proliferation in normalen Geweben 
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limitieren, wobei die Retinoblastom(RB)-assoziierten und die Tumorsuppressor(TP)53-
Proteine die bekanntesten Vertreter sind. RB-Proteine binden an Transkriptions-
faktoren wie E2F, der die Expression von Genen reguliert, deren Produkte bei der 
Zellproliferation von Bedeutung sind und verhindern so die Transkription von E2F-
induzierten Genen (Hiebert et al., 1992). Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens 
gehören zu den häufigsten Veränderungen bei vielen humanen Krebstypen. Das TP53-
Protein entfaltet seine antiproliferative Wirkung als Antwort auf verschiedene 
Stresssignale und kann zur Induktion der Apoptose beitragen (Hollstein et al., 1991; 
Olivier et al., 2010). Das Fehlen oder Mutationen solcher Schlüsselproteine können zur 
unkontrollierten Zellproliferation führen. Des Weiteren können Tumorzellen auch die 
antiproliferativen Effekte von TGF-β umgehen, indem sie Komponenten der Signal-
kaskade wie z. B. den Rezeptor auf ihrer Oberfläche herunterregulieren (Bierie und 
Moses, 2006). Um ausreichend Energie für die kontinuierliche Proliferation bereitstellen 
zu können, verstärken viele Tumorzellen ihren Stoffwechsel, indem sie z. B. Glukose-
transporter und Enzyme der Glykolyse hochregulieren (Jones und Thompson, 2009). 
Zusätzlich zur dauerhaften Proliferation umgehen Tumorzellen die Apoptose, die von 
wichtiger Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der Homöostase von Zellpopulationen 
im Gewebe ist und der Eliminierung von infizierten und entarteten Zellen dient. 
Gestörte oder veränderte Apoptose tritt u. a. bei neurodegenerativen und Autoimmun-
erkrankungen und vielen Krebstypen auf (Elmore, 2007). Tumorzellen können der 
Apoptose z. B. durch den Verlust der Tumorsuppressorfunktion, durch Hochregulation 
von antiapoptotischen oder Herunterregulation von proapoptotischen Faktoren oder 
durch Ausschalten der extrinsischen ligandenabhängigen Apoptose-Signalwege 
entgehen (Hanahan und Weinberg, 2011). Darüber hinaus spielt beim Umgehen der 
Apoptose und der Aufrechterhaltung der Proliferation die Telomeraseaktivität eine 
entscheidende Rolle. Eine Aktivität der Telomerase kann v. a. in unsterblichen, nicht 
aber in den meisten normalen Zellen nachgewiesen werden (Kim et al., 1994). Dieses 
Enzym verlängert die Telomere der Chromosomen, die bei jedem Replikationszyklus 
50–100 Basenpaare verlieren und in normalen Zellen die Anzahl von Teilungen 
limitieren und ermöglicht so eine höhere oder unbegrenzte Anzahl von Replikations-
zyklen. Darüber hinaus ist die Bildung neuer Blutgefäße (Angiogenese) von 
essentieller Bedeutung bei der Versorgung von Zellen mit Nährstoffen und Sauerstoff. 
Während der Tumorprogression kommt es meist zum sogenannten 'angiogenic switch', 
wodurch ständig neue Gefäße gebildet werden. Dementsprechend kann die Expres-
sion von proangiogenen Faktoren wie VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A) 
hoch- und die von antiangiogenen Faktoren wie Thrombospondin-1 herunterreguliert 
sein (Hanahan und Weinberg, 2011). Die Angiogenese ist auch Voraussetzung für 
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Invasion und Metastasierung. Bei der Metastasierung kommt es nach Proliferation von 
primären Tumorzellen und Ausbildung eines umfangreichen Blutgefäßnetzwerks 
innerhalb des Tumors zur lokalen Invasion von malignen Zellen in nahegelegene Blut- 
und Lymphgefäße, über die sie zu anderen Organen gelangen. Dort adhärieren sie an 
Gefäßwände, wandern in das Gewebe ein und wachsen zu Tumoren heran ('seed and 
soil'-Hypothese) (Fidler, 2003), wobei Adhäsionsmoleküle wie E-Cadherin und 
extrazelluläre Matrixmetalloproteinasen (z. B. MMP-9) eine wichtige Rolle spielen. 
Tumorzellen sind auch in der Lage der Immunüberwachung, die entartete Zellen 
normalerweise erkennt und eliminiert, zu entgehen (siehe 1.4.2).  
 
1.2 Cannabinoide 
1.2.1 Cannabis sativa  
Cannabis sativa L. (Gewöhnlicher Hanf) ist eine einjährige krautige Pflanze, die zur 
Familie der Cannabaceae gehört. Cannabis wird schon seit Jahrtausenden als 
entspannend wirkende Droge, aber auch für medizinische Zwecke eingesetzt (ElSohly 
und Slade, 1995). Der geografische Ursprung von Cannabis liegt wahrscheinlich in 
Zentralasien, die erste bekannte Aufzeichnung der medizinischen Nutzung dieser 
Pflanze stammt aus China von vor 5000 Jahren (Appendino et al., 2011). Die 
Phytochemie von Cannabis ist sehr komplex und umfasst Verbindungen fast aller 
chemischer Klassen wie z. B. Polyketide, Terpene (Gemisch aus ca. 120 Mono- und 
Sesquiterpenen ist verantwortlich für charakteristischen Duft der Pflanze), modifizierte 
Zucker, Alkaloide, Flavonoide, Stilbene, Quinone und nitrogene Substanzen. 
Cannabinoide sind eine Klasse von mono- bis tetrazyklischen C21- (oder C22-) 
Verbindungen und stellen die bedeutendsten Sekundärmetabolite von C. sativa dar 
(ElSohly und Slade, 1995; Appendino et al., 2011). Die Vorläufer zur Bildung von 
Cannabinoiden sind Olivetolsäure (Polyketid) und Geranylpyrophosphat (Monoterpen-
einheit), die zu Cannabigerolsäure kondensiert werden, die die Vorstufe der meisten 
wichtigen Phytocannabinoidklassen ist (Flores-Sanchez und Verpoorte, 2008). 
Mittlerweile wurden mehr als 500 Verbindungen aus C. sativa charakterisiert, darunter 
etwa 100 Cannabinoide, die in epidermalen Drüsen akkumuliert (Appendino et al., 
2011) und scheinbar bei der Abwehr von Feinden wie Insekten von Bedeutung sind, da 
sie Apoptose in Insektenzellen induzieren können (Sirikantaramas et al., 2005). Der 
wohlbekannteste Vertreter der Cannabinoide ist das psychoaktive (-)-Δ9-trans-
(6aR,10aR)-Tetrahydrocannabinol (THC; Abb. 1-3), eine der Hauptkomponenten aus 
C. sativa. THC wurde erstmals 1964 isoliert (Gaoni und Mechoulam, 1964) und seine 
Stereochemie schließlich als (6aR,10aR) aufgeklärt (Mechoulam und Gaoni, 1967). 
4  Einleitung 
Neben THC sind Cannabigerol, Cannabinol und Cannabidiol (siehe 1.2.3) weitere 
Phytocannabinoide aus C. sativa. Außer in Cannabis wurden Cannabinoide wie 
Cannabigerol und deren Säure in südafrikanischen Strohblumen (Helichrysum 
umbraculigerum) gefunden (Bohlmann und Hoffmann, 1979) und cannabinoidähnliche 
Verbindungen auch aus Lebermoosen (Radula) isoliert (Toyota et al., 2002).  
 
1.2.2 Das Endocannabinoidsystem 
Das Endocannabinoidsystem umfasst die Cannabinoid (CB)-Rezeptoren, ihre endo-
genen Liganden und Proteine, die die Biosynthese und den Abbau der Endocanna-
binoide katalysieren (Di Marzo et al., 2004). Es ist bei der Regulation von 
physiologischen Funktionen wie Bewegung, Erinnerung und Lernen, Wahrnehmung, 
neuroendokriner Sekretion, Appetit, Erbrechen, Schmerz, Körpertemperatur und 
Immunsystemmodulation von Bedeutung (Croxford und Yamamura, 2005). Die 
Wirkung von Marihuana und insbesondere die des psychoaktiven Phytocannabinoids 
THC, welches Effekte auf Kognition und Motorik hat (Abood und Martin, 1992), hatten 
Untersuchungen zum Mechanismus dieser Effekte zur Folge. Dies führte zur 
Entdeckung des CB1-Rezeptors, der zuerst im Gehirn von Ratten charakterisiert 
(Devane et al., 1988) und dann schließlich auch aus diesem (Matsuda et al., 1990) und 
aus dem humanen Gehirn kloniert werden konnte (Gérard et al., 1991). Als ein zweiter 
Rezeptor wurde der CB2-Rezeptor, der eine Homologie von ca. 44 % zur Amino-
säurensequenz des CB1-Rezeptors aufweist, durch Klonierung aus humanen 
Leukämiezellen identifiziert und seine Expression in der Milz, nicht aber im Gehirn von 
Ratten nachgewiesen (Munro et al., 1993). Die CB-Rezeptoren sind Ziele von 
endogenen lipophilen Verbindungen, den Endocannabinoiden, wobei Anandamid 
(AEA) und 2-Arachidonylglycerol (2-AG) zu den am besten untersuchten gehören 
(Abb. 1-1). Das Arachidonsäurederivat AEA wurde zunächst als intrinsischer Ligand 
des CB1-Rezeptors aus dem Schweinehirn (Devane et al., 1992) und 2-AG erstmals 
aus dem Hundedarm isoliert, wobei letzteres auch schnell als Ligand im Gehirn 
identifiziert werden konnte (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). 
Die Endocannabinoide (eCB) werden bei Bedarf de novo aus Membranphospholipiden 
synthetisiert, wobei die Aktivität der Biosyntheseenzyme durch eine erhöhte Konzentra-
tionen von intrazellulärem Ca2+ stimuliert wird. Direkt nach ihrer Biosynthese werden 
eCB von der Zelle freigesetzt, um ihre Ziele zu aktivieren, und anschließend durch 
schnelle und selektive Aufnahme wieder aus dem extrazellulärem Raum entfernt und 
durch enzymatische Hydrolyse gespalten (Di Marzo et al., 2004; Matias und Di Marzo, 
2006). Der entscheidende Schritt der Synthese von AEA ist die hydrolytische Spaltung 
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der Phosphodiesterbindung von N-Arachidonyl-Phosphatidylethanolamin (NArPE) 
durch die N-Acylphosphatidylethanolamin-selektive Phospholipase D (NAPE-PLD) 
(Okamoto et al., 2004), wobei auch alternative Synthesewege für N-Acylethanolamine 
existieren (Sun et al., 2004). Das eCB 2-AG entsteht hingegen durch Hydrolyse von 
sn-1-Acyl-2-Arachidonylglycerolen (DAGs) durch die sn-1-selektiven Diacylglycerol-
lipasen (DAGL)-α und -β (Bisogno et al., 2003). Der Abbau von AEA erfolgt durch 
hydrolytische Spaltung zu Arachidonsäure und Ethanolamin, katalysiert durch die 
Fettsäure-Amidohydrolase (FAAH), die auch 2-AG als Substrat hydrolysieren kann und 
erstmal aus der Leber von Ratten kloniert (Cravatt et al, 1996), zunächst aber als 
katabolisches Enzym von AEA beschrieben wurde (Deutsch und Chin, 1993). Die 
Hydrolyse von 2-AG zu Arachidonsäure und Glycerol wird v. a. von der Monoacyl-
glycerollipase (MAGL) katalysiert (Karlsson et al., 1997; Dinh et al., 2002). Die Enzyme 
besitzen keine Selektivität für einzelne Substrate, so dass Inhibitoren die Konzentration 
von N-Acylethanolaminen (NAEs) und Monoacylglycerolen (MAGs) beeinflussen (Di 
Marzo et al., 2004). Darüber hinaus dienen eCBs als Substrate der Cyclooxygenase-2 
(Yu et al., 1997; Kozak et al., 2000), von Lipoxygenasen (Hampson et al., 1995; Ueda 






















Oleoylethanolamid (OEA) Palmitoylethanolamid (PEA) 
Abb. 1-1: Strukturformeln von Endocannabinoiden und ähnlichen Verbindungen 
 
Die Entfernung von AEA aus dem extrazellulären Raum weist trotz Lipophilie der 
Verbindung Eigenschaften eines carriervermittelten erleichternden Diffusionsprozesses 
auf. So erfolgt dieser schnell und selektiv, ist temperaturabhängig, sättigbar und unab-
hängig von Ionengradienten oder Energie (Di Marzo et al., 1994; Beltramo et al., 1997; 
Bisogno et al., 1997; Hillard et al., 1997; Rakshan et al., 2000). Zudem wurde kürzlich 
eine verkürzte zytosolische Variante der FAAH beschrieben (FLAT; FAAH-ähnlicher 
AEA-Transporter), die keine Amidaseaktivität besitzt, aber den AEA-Transport gewährt, 
wobei FLAT-mRNA in Hirn und Leber von Ratten, in Astrozyten und Neuroblastom-
zellen detektiert werden konnte (Fu et al., 2012). In einer anderen Studie konnten 
jedoch keine detektierbaren Konzentrationen von FLAT in den dort untersuchten 
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Geweben des zentralen und peripheren Nervensystems gefunden werden (Leung et 
al., 2013), womit unklar bleibt, ob FLAT der gesuchte Transporter ist oder ob es noch 
andere Transportsysteme gibt. Die Aufnahme von 2-AG scheint über den gleichen 
Transporter wie die AEA-Aufnahme zu erfolgen (Beltramo und Piomelli, 1999; Bisogno 
et al., 2001; Hájos et al., 2004).   
Cannabinoid-Rezeptoren 
Der CB1-Rezeptor wird v. a. im Gehirn exprimiert, was auch mit den von 
Cannabinoiden ausgelösten Effekten wie der Beeinträchtigung der kognitiven 
Fähigkeiten, die die Wahrnehmung, Erinnerung, Aufmerksamkeit, das Lernen und die 
Konzentration beinhalten, und der Störung der Kontrolle der motorischen Koordination 
übereinstimmt (Abood und Martin, 1992). Im Gegensatz dazu wird der CB2-Rezeptor 
hauptsächlich in Zellen und Geweben des Immunsystems exprimiert (CB1 mRNA-Level 
innerhalb des Immunsystems nur 1–10 % vom CB2 mRNA-Gehalt). Somit wurde seine 
Expression v. a. in B- und Natürlichen Killer (NK)-Zellen und mit geringeren Konzen-
trationen auch in Monozyten, Neutrophilen und T-Zellen nachgewiesen (Galiègue et 
al., 1995). Weiterhin zeigten Galiègue et al., dass sowohl der CB1- als auch der CB2-
Rezeptor, wenn auch in sehr geringen Konzentrationen, in peripheren Geweben wie 
der Nebennierendrüse, Lunge und Prostata, dem Herzen, Uterus und Pankreas und 
den Hoden exprimiert werden. Außerhalb der Peripherie wird der CB2-Rezeptor von 
Mikrogliazellen des Gehirns (Núñez et al., 2004) und von anderen Neuronen des 
Zentralnervensystems exprimiert (Van Sickle et al., 2005; Beltramo et al., 2006; Gong 
et al., 2006). Die beiden eCB AEA und 2-AG können an beide CB-Rezeptoren binden. 
So verhält sich AEA an beiden Rezeptoren als partieller Agonist, besitzt zum CB1- aber 
eine etwas höhere Affinität als zum CB2-Rezeptor (Mechoulam et al., 1995; Showalter 
et al., 1996; Hillard et al., 1999). 2-AG agiert an beiden Rezeptoren als voller Agonist 
und besitzt wie AEA ebenfalls eine etwas höhere Affinität zum CB1-Rezeptor 
(Mechoulam et al., 1995; Ben-Shabat et al., 1998; Sugiura et al., 2006). 
Die Signaltransduktion über beide CB-Rezeptoren ist sensitiv gegenüber dem 
Pertussis-Toxin (Toxin aus Bordetella pertussis – Erreger des Keuchhustens), was 
eine Kopplung an Gi/o-Proteine zeigt. Die Aktivierung der Gi/o-Protein-gekoppelten     
CB-Rezeptoren führt zur Inhibition der Adenylatzyklase (Howlett et al., 1986; Felder et 
al., 1993 und 1995; Bayewitch et al., 1995; Slipetz et al., 1995) und zur Aktivierung der 
mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) (Bouaboula et al., 1995 und 1996; Kobayashi 
et al., 2001; Galve-Roperh et al., 2002). Cannabinoide können über Aktivierung von 
CB-Rezeptoren auch die FAK (focal adhesion kinase), die ERK (extracellular-signal-
regulated kinase) und die JNK (c-Jun N-terminal kinase) aktivieren (Howlett et al., 
2002). Die Aktivierung von intrazellulären CB1-Rezeptoren führt zur Freisetzung von 
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Ca2+ aus dem Endoplasmatischem Retikulum und den Lysosomen (Brailoiu et al., 
2011). Der CB1-Rezeptor kann außerdem mit Gs-Proteinen interagieren. Demnach 
vermittelt er unter Bedingungen der Pertussis-Toxin-Behandlung, die die Interaktion mit 
Gi/o blockiert, eine Stimulation der Adenylatzyklase und folglich eine cAMP-Akku-
mulation (Glass und Felder, 1997; Bonhaus et al., 1998). Der CB1-Rezeptor ist zudem 
negativ mit N-, P/Q- und L-Typ Ca2+-Kanälen assoziiert, was zur Verringerung des 
Ca2+-Influxes in Zellen führt (Felder et al., 1993; Mackie et al., 1993; Twitchell et al., 
1997; Gebremedhin et al., 1999). Des Weiteren ist er positiv mit nach innen gerichteten 
G-Protein-gekoppelten K+-Kanälen (Mackie et al., 1995; Vasquez et al., 2003) und mit 
spannungsabhängigen auswärts gerichteten A-Typ K+-Kanälen und negativ mit 
spannungsunabhängigen auswärts gerichteten D-Typ K+-Kanälen assoziiert (Mu et al., 
1999). Es wurde auch gezeigt, dass AEA direkt, d. h. nicht über CB1, T-Typ Ca
2+-
Kanäle (Chemin et al., 2001) und spannungsabhängige Na+-Kanäle inhibiert 
(Nicholson et al., 2003; Kim et al., 2005). Der CB2- kann wie der CB1-Rezeptor nach 
innen gerichtete K+-Kanäle koppeln, aber nicht konsistent und weniger effektiv 
(McAllister et al., 1999). Ansonsten scheint der CB2-Rezeptor keine Rolle bei der 
Modulation von Ionenkanälen zu spielen (Felder et al., 1995). Die Aktivierung von CB1-
Rezeptoren auf zentralen und peripheren Nervenenden inhibiert die Freisetzung von 
Neurotransmittern wie z. B. Acetylcholin, Dopamin, Noradrenalin, 5-Hydroxytryptamin 
(5HT, Serotonin), γ-Aminobuttersäure (GABA), Glutamat und Aspartat (Schlicker und 
Kathmann, 2001; Pertwee und Ross, 2002).  
Endocannabinoidähnliche Verbindungen und synthetische Cannabinoide 
Die eCB-ähnlichen Verbindungen Palmitoylethanolamid (PEA) und Oleoylethanolamid 
(OEA) gehören wie AEA zur Familie der N-Acylethanolamine (Abb. 1-1). So erfolgt 
deren Biosynthese ebenfalls über die NAPE-PLD (Okamoto et al., 2004) und der 
Abbau wird von der FAAH und der NAAA (N-acylethanolamine-hydrolyzing acid 
amidase) katalysiert, wobei letztere OEA und AEA mit geringerer Effektivität als PEA 
hydrolysiert (Ueda et al., 2001). Im Gegensatz zu AEA besitzt PEA keine (Felder et al., 
1993; Sugiura et al., 2000) und OEA wenn überhaupt nur eine sehr geringe Affinität zu 
den CB-Rezeptoren (Sheskin et al., 1997; Lambert et al., 1999). PEA vermittelt seine 
antinozizeptive Wirkung aber unter Beteiligung von CB1 und TRPV1 (s. u.), wobei dies 
aus einer PEA-induzierten Inhibition der FAAH (Konkurrenz um katalytische Aktivität) 
resultieren könnte, was folglich zur Erhöhung der AEA-Konzentration führt und so die 
analgetische Wirkung verstärkt (Costa et al., 2008), eine Hypothese, die als 'entourage 
effect' bekannt ist. Sie besagt, dass PEA zusammen mit AEA die CB-Rezeptoren und 
TRPV1 aktiviert bzw. deren Aktivierung durch AEA verstärkt (Lambert und Di Marzo, 
1999; Smart et al., 2002). OEA kann den TRPV1 direkt oder indirekt aktivieren, wobei 
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die direkte Aktivierung die Phosphorylierung des Kanals voraussetzt (Ahern, 2003) und 
die indirekte ebenfalls über ein erhöhte AEA-Konzentration erfolgen könnte, denn auch 
OEA kann die Aktivität der FAAH hemmen (Jonsson et al., 2003).  
Neben Phyto- und Endocannabinoiden existiert auch eine Reihe von semi- und voll-
synthetisch hergestellten Cannabinoiden (Abb. 1-2), die zur Erforschung CB-Rezeptor-
abhängiger Effekte eingesetzt werden. Das hydrolysestabile Anandamid-Analogon  
(R)-(+)-Methanandamid (MA) besitzt wie AEA ebenfalls eine etwas höhere Affinität 
zum CB1- als zum CB2-Rezeptor (Lin et al., 1998) und aktiviert wie AEA auch TRPV1-
Kanäle (Zygmunt et al., 1999; Breyne und Vanheel, 2006). JWH133 ist ein selektiver 
CB2-Agonist (Huffman et al., 1999) ohne Affinität zu TRPV1 (Qin et al., 2008), wobei 
auch JWH015 und HU-308 zu den CB2-selektiven Agonisten zählen (Showalter et al., 
1996; Hanuš et al., 1999). Das synthetische Cannabinoid WIN55,212-2 wirkt sowohl 
über CB1- als auch über CB2-Rezeptoren (Felder et al., 1995; Showalter et al., 1996; 
Hillard et al., 1999) und zeigt nur einen sehr schwachen Effekt am TRPV1 (Qin et al., 
2008). Die THC-Derivate CP55,940 und HU-210 binden ebenfalls mit ähnlichen 
Affinitäten an beide CB-Rezeptoren und wirken mit höherer Potenz als THC (Felder et 






















Abb. 1-2: Strukturformeln von synthetischen Cannabinoiden 
 
Andere Ziele von Cannabinoiden 
Neben der Aktivität an den CB-Rezeptoren besitzt AEA im Gegensatz zu 2-AG auch 
agonistische Aktivität am Vanilloid-Rezeptor TRPV1 (transient receptor potential 
vanilloid 1) (Zygmunt et al., 1999). TRPV1 ist ein nicht-selektiver Kationenkanal, der 
bei seiner Aktivierung den Influx von mono- und divalent Kationen, v. a. von Ca2+ 
ermöglicht (Caterina et al., 1997). Der TRPV1-Agonist Capsaicin (aus Chilischoten) 
reizt sensorische Neuronen durch direkte Aktivität am TRPV1 in deren Enden, was zur 
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Generation eines Aktionspotentials führt, das als brennender Schmerz wahrgenommen 
wird (Costa et al., 2004). Zudem wird TRPV1 auch durch Hitze (> 43 °C) und Protonen 
(pH < 6) aktiviert und spielt eine wichtige Rolle bei der Wahrnehmung von schädlichen 
Reizen und bei inflammatorischer Hyperalgesie (Tominaga et al., 1998; Caterina et al., 
2000; Davis et al., 2000). TRPV1 wird nicht nur von sensorischen Neuronen, sondern 
auch von Neuronen im Gehirn und nicht-neuronalen Zellen wie Epithel-, Endothel-, 
glatten Muskel- und dendritischen Zellen sowie Lymphozyten, Keratinozyten, 
Osteoblasten, Hepatozyten und Fibroblasten exprimiert (Pertwee et al., 2010).  
Weiterhin aktivieren AEA und 2-AG sowie andere Cannabinoide (PEA, CP55,940, 
THC, WIN55,212-2) den G-Protein-gekoppelten Rezeptor 55 (GPR55), dessen Expres-
sion v. a. in der Nebenniere, Teilen des Gastrointestinaltraktes und im Zentralnerven-
system nachgewiesen wurde (Ryberg et al., 2007). Der GPR55 wurde erstmal 1999 
isoliert und kloniert und seine Expression im Gehirn gezeigt (Sawzdargo et al., 1999). 
Ein weiteres Ziel für Cannabinoide stellen PPARs dar. PPARs (Peroxisome 
proliferator-activated receptors), von denen es drei Isotypen (α, δ und γ) gibt, gehören 
zur Familie der nukleären Rezeptoren. Sie heterodimerisieren mit dem Retinoid-X-
Rezeptor und binden an DNA-Sequenzen, die PPREs (PPAR response elements), was 
die Transkription von Zielgenen induziert (O'Sullivan et al., 2009). Eine Aktivierung von 
PPARs beeinflusst den Lipidmetabolismus, das Essverhalten, die Neuroprotektion, 
Epilepsie, den circadianen Rhythmus, Entzündungsprozesse und kognitive Funktionen 
(Battista et al., 2012). So induzieren AEA und 2-AG durch Aktivierung von PPAR-γ die 
Differenzierung von Fibroblasten zu Adipozyten (Bouaboula et al., 2005; Rockwell et 
al., 2006). Darüber hinaus kann AEA mit Serotonin (5-Hydroxytryptamin; 5HT)-
Rezeptoren interagieren (Kimura et al., 1998), die eine wichtige Rolle bei physiolo-
gischen und pathologischen Prozessen wie Angst, Depression, Kopfschmerz, Zwangs-
störungen, Panik und der Immun- und kardiovaskulären Regulation spielen (Russo et 
al., 2005). Zusätzlich interagieren Cannabinoide mit Opioid-, nikotinischen Acetylcholin- 
und N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (Demuth und Molleman, 2006). 
 
1.2.3 Cannabidiol 
Cannabidiol (CBD; Abb. 1-3) ist neben THC eine der Hauptkomponenten aus Cannabis 
sativa und wurde erstmals im Jahre 1940 isoliert (Adams et al., 1940). Die Aufklärung 
der Struktur und Stereochemie von CBD erfolgte dann in den 60er Jahren des 
20. Jahrhunderts (Mechoulam und Shyo, 1963). CBD ist das wichtigste nicht-psycho-
aktive Phytocannabinoid aus C. sativa und kann bis zu 40 % des Pflanzenextraktes 
ausmachen (Campos et al., 2012). CBD besitzt trotz ähnlicher Struktur wie THC 
(Abb. 1-3), das mit ähnlichen Affinitäten an CB1- und CB2-Rezeptoren (nM-Bereich) 
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bindet (Felder et al., 1995; Bayewitch et al., 1996; Showalter et al., 1996), im Vergleich 
zu anderen Cannabinoiden nur eine sehr geringe Affinität zu diesen Rezeptoren 
(Showalter et al., 1996; Thomas et al., 1998; Bisogno et al., 2001). Zudem kann CBD 
den Vanilloid-Rezeptor TRPV1 aktivieren und induziert wie der TRPV1-Agonist 
Capsaicin den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration (Bisogno et al., 2001), 










Abb. 1-3: Strukturformeln von CBD und THC 
 
CBD gilt aufgrund seiner nicht-psychoaktiven Eigenschaft und seiner zahlreichen 
positiven Effekte als vielversprechende Verbindung für eine therapeutische Anwen-
dung. So ist CBD Bestandteil des oromukosalen Sprays Sativex®, das seit 2011 in 
Deutschland zur Behandlung von mittelschweren oder schweren therapieresistenten 
Spastiken bei Multiple Sklerose (MS)-Patienten zugelassen ist (Grotenhermen und 
Müller-Vahl, 2012). Sativex® setzt sich aus nahezu gleichen Anteilen THC und CBD 
zusammen, wobei jede 100 µl-Spraydosis 2,7 mg THC und 2,5 mg CBD enthält 
(Sativex® Product Monograph, 2012). Darüber hinaus ist Sativex® in Kanada auch zur 
Behandlung von neuropathischen Schmerzen bei MS und zur Behandlung fortge-
schrittener opioidresistenter Tumorschmerzen zugelassen (Lee et al., 2013). Im 
Einklang mit dieser analgetischen Wirkung bei neuropathischen und Tumorschmerzen, 
wirkt CBD ebenfalls bei Hyperalgesie (Schmerzüberempfindlichkeit), wobei der TRPV1 
bei der Vermittlung dieses Effektes involviert ist (Costa et al., 2004 und 2007). Des 
Weiteren wirkt CBD entkrampfend und hat daher therapeutisches Potential bei 
Epilepsie (Cunha et al., 1980; Consroe et al., 1981) und besitzt angstlösende Aktivität 
(Guimaraes et al., 1994; Moreira et al., 2006), die es über den 5HT1A-Rezeptor 
vermittelt (Gomes et al., 2011). Außerdem wurde für CBD in diversen Arbeiten eine 
neuroprotektive Wirkung nachgewiesen (Braida et al, 2003; Hayakawa et al., 2004), die 
zumindest teilweise auf seine antioxidativen Eigenschaften zurückzuführen ist und eine 
wichtige Rolle in Zusammenhang mit Parkinson (Lastres-Becker et al., 2005), Chorea 
Huntington (Sagredo et al., 2007), Alzheimer (Iuvone et al., 2004) und MS (Kozela et 
al., 2011) spielen könnte. Dabei wirkt CBD als Antioxidans effektiver als Ascorbinsäure 
oder α-Tocopherol (Hampson et al, 1998). Es wurde auch gezeigt, dass CBD in vivo 
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kardioprotektive Effekte bei myokardialer Ischämie (Minderdurchblutung oder 
Durchblutungsausfall eines Gewebes oder Organs) induziert und antiinflammatorische 
Wirkung besitzt (Durst et al. 2007). So vermittelt CBD durch eine Kombination von 
immunosuppressiven und antiinflammatorischen Aktivitäten blockierende Effekte bei 
der Progression der kollageninduzierten Arthritis, indem es die Lymphozytenprolife-
ration supprimiert und die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) inhibiert 
(Malfait et al., 2000). Dementsprechend wurden mit Sativex® auch Erfolge bei der 
Behandlung von neuropathischen Schmerzen bei rheumatoider Arthritis erzielt (Blake 
et al., 2006). Weiterhin induziert CBD die Migration und osteoblastische Differen-
zierung von mesenchymalen Stammzellen, was bei osteodegenerativen Erkrankungen 
von Bedeutung sein könnte (Schmuhl et al., 2014). Abgesehen davon haben CBD, 
THC und andere Cannabinoide antibakterielle (bakteriostatisch, bakterizid) Aktivität 
gegenüber Bakterien der Gattung Staphylococcus und Streptococcus (Van Klingeren 
und Ten Ham, 1976; Appendino et al., 2008). Zudem besitzt CBD wie auch andere 
Cannabinoide antitumorigene Aktivität. So kann es Apoptose in Tumorzellen induzieren 
und deren Wachstum inhibieren, die Invasivität und Metastasierung der Zellen 
verringern und die Angiogenese hemmen (siehe 4.4). In diesem Zusammenhang 
wurde kürzlich auch gezeigt, dass CBD seine antiinvasive und antimetastatische 
Wirkung auf Lungentumorzellen über das interzelluläre Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) 
vermittelt (Ramer et al., 2012), das auch bei der Interaktion von Tumor- mit 
Immunzellen eine entscheidende Rolle spielt (van de Stolpe und van der Saag, 1996). 
 
1.3 Das Interzelluläre Adhäsionsmolekül ICAM-1 
Das interzelluläre Adhäsionsmolekül ICAM-1 (CD54) ist ein 80 bis 114 kDa großes 
membrangebundenes Glykoprotein, wobei die Größe abhängig vom Grad der 
Glykolysierung (zelltypspezifisch) ist und eine vollständige Deglykolysierung ein 
Molekül von 60 kDa hervorbringt (Dustin et al., 1986; Rothlein et al., 1986; van de 
Stolpe und van der Saag, 1996). ICAM-1 gehört zur Immunoglobulinsuperfamilie und 
besitzt fünf Immunoglobulin(Ig)-ähnliche Domänen, eine kurze Transmembrandomäne 
und eine kurzes zytoplasmatisches C-terminales Ende, wobei jede Ig-Domäne eine    
β-Faltblattstruktur aufweist, die durch Disulfidbrücken stabilisiert wird (Abb. 1-4) 
(Staunton et al., 1990; van de Stolpe und van der Saag, 1996; Bella et al., 1998). 
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Struktur von ICAM-1  
Struktur von ICAM-1 mit den Bindestellen für LFA-1 und Mac-1; 'Lollipop'-Strukturen zeigen die 
Glykolisierungsstellen (modifiziert nach Bella et al., 1998). 
 
Die Promotorregion des humanen ICAM-1-Gens enthält putative Erkennungssequen-
zen für viele Transkriptionsfaktoren wie NF-κB (nuclear factor-κB), AP-1 und AP-2 
(activator protein) und ISR (interferon-stimulated response) (Voraberger et al., 1991). 
Eine Expression von ICAM-1 wurde auf Endothel- und Epithelzellen, Fibroblasten und 
dendritischen Zellen im Thymus und Darm, in der Haut, Niere und Leber (Dustin et al., 
1986) und auf Leukozyten wie Monozyten und aktivierten T-Lymphozyten nachge-
wiesen (Dougherty et al., 1988). Eine erhöhte ICAM-1-Konzentration konnte bei inflam-
matorischen Erkrankungen, Arteriosklerose, Ischämie, septischem Schock, allogenen 
Organtransplantaten und in Geweben mit bösartigen Tumoren detektiert werden (van 
de Stolpe und van der Saag, 1996). Dementsprechend wurde ICAM-1 auf der 
Oberfläche von vielen primären Tumoren und Tumorzelllinien wie Kolonkarzinom- 
(Kelly et al., 1992; Shibata et al., 1996), Pankreaskarzinom- (Schwaelbe et al., 1993) 
und Magenkrebszellen (Koyama et al., 1992), Melanomen (Johnson et al., 1989; Natali 
et al. 1990), Lymphomen (Billaud et al., 1987), Nierenzellkarzinomen (Tomita et al., 
1990), Lungen- (Melis et al., 1996) und Brustkrebszellen (Fox et al., 1995) nachge-
wiesen. Die Expression von ICAM-1 kann durch Zytokine wie IL-1α und β, IFN-γ und 
TNF-α induziert werden und ist somit v. a. unter inflammatorischen Bedingungen 
erhöht (Dustin et al., 1986; Pober et al., 1986; Fabry et al., 1992; Chen et al., 2001). 
Demnach haben Zytokine, die von aktivierten Lymphozyten abgegeben werden, das 
Potential, die ICAM-1-Expression lokal hoch zu regulieren und so die Lymphozyten-
Tumorzelladhäsion zu erhöhen (Kelly et al., 1992). Zudem gelten Retinsäure, 
Virusinfektionen und oxidativer Stress (H2O2) als Induktoren der ICAM-1-Expression 
(Bassi et al., 1995; van de Stolpe und van der Saag, 1996). Darüber hinaus wird die 
Hochregulation von ICAM-1 in Endothelzellen durch Trombospondin-1 (Narizhneva et 
al., 2005) und das Zytostatikum Cisplatin (Yu et al., 2008) stimuliert, was in beiden 
Fällen zu einer erhöhten Leukozytenadhäsion führte.  
Eine Schlüsselfunktion von ICAM-1 liegt in der Induktion der spezifischen und 
reversiblen Zell-Zell-Adhäsion, die der interzellulären Kommunikation dient. So spielt 
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ICAM-1 eine wichtige Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen zwischen zytotoxischen T- und 
ihren Zielzellen, während der Antigenpräsentation und bei der transendothelialen 
Migration von inflammatorischen Zellen aus dem Blut ins Gewebe zum Ort der Inflam-
mation (van de Stolpe und van der Saag, 1996; Hubbard und Rothlein, 2000). ICAM-1 
ist nicht nur Adhäsionsmolekül, sondern auch costimulatorisches Molekül, das zur 
Aktivierung von zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen beiträgt (Van Seventer et 
al., 1990; Chong et al., 1994). Weiterhin ist ICAM-1 bei der mikrobiellen Pathogenese 
von Bedeutung, da es als Ligand für Rhinoviren und Plasmodium falciparum-infizierte 
Erythrozyten dient (Staunton et al., 1990; Berendt et al., 1992; Hubbard und Rothlein, 
2000). Darüber hinaus wird ICAM-1 eine Funktion als Signalmolekül bei der Weiter-
leitung von Signalen von außerhalb der Zelle über die Membran in die Zelle ('outside-in 
signaling') zugeschrieben. Dabei können durch die Bindung von ICAM-1 spezifische 
Kinasen (MAPK, ERK1, ERK2) aktiviert werden, was wiederum eine Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren, eine erhöhte Zytokinproduktion (z. B. IL-1), eine verstärkte 
Expression von Zellmembranproteinen (ICAM-1, VCAM-1), die Produktion von ROS 
und eine veränderte Zellproliferation zur Folge hat (Hubbard und Rothlein, 2000).  
In seiner Eigenschaft als Adhäsionsmolekül bindet ICAM-1 an die Mitglieder der β2-
Integrine LFA-1 (lymphocyte function associated antigen-1; CD11a/CD18) (Marlin und 
Springer, 1987) und Mac-1 (macrophage-1 antigen; CD11b/CD18) (Diamond et al., 
1993), die von Leukozyten exprimiert werden (Abb. 1-4). Der wichtigste Bindungs-
partner von ICAM-1 ist das Protein LFA-1, welches insbesondere von Monozyten bzw. 
Makrophagen, CTLs, NK- und LAK-Zellen exprimiert wird (Springer, 1990; Melis et al., 
1996). Die Bindung von LFA-1-exprimierenden Zellen an ICAM-1 ist temperatur-
abhängig und benötigt metabolische Energie, ein intaktes Zytoskelett und die 
Anwesenheit von extrazellulären Mg2+ (Marlin und Springer, 1987). LFA-1 besteht aus 
zwei nicht-kovalent assoziierten Untereinheiten (UE), der α-UE mit 180 kDa und der   
β-UE mit 95 kDa (Kishimoto et al., 1989). Die Bindestelle für LFA-1 befindet sich in D1 
von ICAM-1 (Abb. 1-4) (Staunton et al., 1990) und die für die ICAM-1-Bindung wichtige 
Bindestelle von LFA-1 ist auf Domäne 1 der α-UE lokalisiert (Huang und Springer, 
1995). Der LFA-1-Komplex ist essentiell für die zellvermittelte Zytotoxizität von CTLs 
und NK-Zellen (Davignon et al., 1981; Sanchez-Madrid et al., 1982; Patarroyo und 
Makgoba, 1989) und bildet einen Teil der immunologischen Synapse zwischen 
Lymphozyten und Antigenpräsentierenden Zellen sowie zwischen zytotoxischen 
Lymphozyten und ihren Zielzellen (Grakoui et al, 1999; Orange, 2008). Durch 
Inhibitionsversuche mit gegen ICAM-1 und LFA-1 gerichteten Antikörpern konnte 
schon in frühen Arbeiten eine Interaktion dieser beiden Proteine gezeigt werden. So 
führte die Inkubation von Fibroblasten mit einem ICAM-1-Antikörper und umgekehrt die 
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Inkubation von aktivierten T-Lymphozyten mit einem LFA-1-Antikörper zu einer 
Inhibition der Adhäsion zwischen diesen beiden Zellen (Dustin et al., 1986). In 
Zusammenhang mit der Immunüberwachung von Tumoren inhibierten gegen ICAM-1 
bzw. LFA-1 gerichtete Antikörper sowohl die Adhäsion von Lymphozyten an Kolon-
karzinomzellen (Kelly et al., 1992) als auch die zytotoxische Lyse von Melanomzellen 
durch tumorinfiltrierende Lymphozyten (Pandolfi et al., 1992). Darüber hinaus zeigen 
einige Studien eine erhöhte Anfälligkeit von Tumorzellen gegenüber der Adhäsion von 
Lymphozyten und der durch sie vermittelten Zytotoxizität nach Transfektion mit oder 
Hochregulation von ICAM-1 (Vánky et al., 1990; Naganuma et al., 1991; Melis et al., 
1996; Sunami et al., 2000). Umgekehrt verringert die Herunterregulation von ICAM-1 
sowohl die Lymphozytenadhäsion an Tumorzellen als auch deren zytotoxische Lyse 
(Sawada et al., 2006). Im Einklang damit korreliert eine ICAM-1-Expression in einigen 
klinischen Studien negativ mit der Metastasierung von verschiedenen Krebstypen 
(Ogawa et al., 1998; Maeda et al., 2002).  
Neben der membrangebundenen existiert auch eine lösliche Form von ICAM-1 
(sICAM-1 für soluble ICAM-1), die durch Abspaltung an Aminosäure 453 entsteht 
(Abb. 1-4) und dem extrazellulärem Teil, der aus den fünf Ig-ähnlichen Domänen 
besteht, entspricht (Staunton et al., 1990). So bleibt in der Zellmembran von humanen 
Nierenzellen nach Stimulation mit einem Phorbolester und auf Endothelzellen nach 
Stimulation mit TNF-α ein 7 kDa großer ICAM-1-Rest zurück, wobei die Abspaltung von 
sICAM-1 durch MAP-Kinasen, die Src-Tyrosinkinase und den Phosphoinositid-3-
Kinase-Signalweg reguliert wird (Tsakadze et al., 2004). Dabei sind in den Spaltungs-
prozess Matrixmetalloproteinasen (MMP) involviert, wobei die Abspaltung direkt durch 
die MMP-9 erfolgen kann (Lyons und Benveniste, 1998; Fiore et al., 2002). sICAM-1 
wird v. a. eine antiinflammatorische Rolle als kompetitiver Inhibitor der Interaktion von 
aktivierten Leukozyten mit membrangebundenem ICAM-1 zugesprochen (Tsakadze et 
al., 2004; Sapna und Shivakumar, 2007). Zudem fördert sICAM-1 die Angiogenese und 
kann so zum Tumorwachstum und zur Metastasierung beitragen (Gho et al., 1999). 
Weiterhin induziert sICAM-1 die Produktion von TNF-α, IFN-γ, IL-6 und macrophage 
inflammatory protein-2 und scheint somit auch proinflammatorische Aktivität zu haben 
(Schmal et al., 1998; Tsakadze et al., 2004). Die Zytokine IFN-γ, IL-1α und TNF-α 
wiederum stimulieren die Freisetzung von sICAM-1 durch verschiedene Zelltypen wie 
Endothel- und glatte Muskelzellen, Keratinozyten, bronchiale Epithelzellen, Lungen-
fibroblasten, Astrozyten (Lyons und Benveniste, 1998; Leung, 1999) und Krebszellen 
(Giavazzi et al., 1992). Eine erhöhte Expression bzw. Abgabe von sICAM-1 konnte für 
verschiedene Tumore wie Darm- (Dippold et al., 1993; Toiyama et al., 2008), 
Pankreas- (Schwaeble et al., 1993), Lungen- (De Vita et al., 1998) und Brustkrebs 
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(Zhang und Adachi, 1999), maligne Lymphome (Abdelrazik et al., 2008), Melanome 
(Harning et al., 1991) und Nierenzellkarzinome (Heicappel et al., 1994) gezeigt werden. 
Weiterhin konnte eine erhöhte Serumkonzentration von sICAM-1 u. a. auch bei 
Rheumatoider Arthritis (Cush et al., 1993), Autoimmunhepatitis und Leberzirrhose 
(Thomson et al., 1994), akuter Plasmodium falciparum-Malaria (Hviid et al., 1993) und 
Multipler Sklerose (Tsukada et al., 1993) detektiert werden. 
 
1.4 Das Immunsystem 
Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk, das sich aus einer Reihe von 
unterschiedlichen Zellen zusammensetzt, die untereinander entweder direkt oder über 
verschiedene Effektormoleküle kommunizieren und so die Abwehr von Pathogenen 
(Bakterien, Pilze, Parasiten) und entarteten Zellen vermitteln. Es lässt sich in die 
angeborene und adaptive (erworbene) Immunität unterteilen. Zellen des angeborenen 
Immunsystems sind dendritische Zellen (DCs), NK-Zellen, Makrophagen, Granulozyten 
und Mastzellen. Die adaptive Immunität besteht aus B- und T-Lymphozyten, bildet das 
immunologische Gedächtnis und ist im Gegensatz zur angeborenen Immunität sehr 
spezifisch. Innerhalb des angeborenen Immunsystems sind v. a. DCs, Makrophagen 
und Mastzellen dafür verantwortlich, ihre Umgebung nach abnormalen Signalen zu 
überprüfen. Sobald die Homöostase im Gewebe gestört ist, sezernieren Makrophagen 
und Mastzellen Mediatoren wie Zytokine, Chemokine (chemotaktisch aktive Zytokine), 
MMPs, ROS und Histamin, die alle die Mobilisierung und Infiltration von zusätzlichen 
Leukozyten in das geschädigte Gewebe induzieren (de Visser et al., 2006). 
 
1.4.1 Überblick über Immunzellen und deren Funktion  
Zur ersten Abwehrlinie des Immunsystems zählen Makrophagen, deren wichtigste 
Aufgabe die Phagozytose und Eliminierung von Mikroorganismen ist, die sie aufgrund 
von Oberflächenstrukturen (z. B. Lipopolysacchariden) erkennen. Nach der Erkennung 
von Pathogenen setzten sie proinflammatorische Zytokine und Chemokine (IL-1α, 
TNF-α) frei, die die Entzündungsreaktion unterstützen und weitere Immunzellen zum 
Ort der Inflammation rekrutieren. Makrophagen agieren wie DCs als Antigenpräsen-
tierende Zellen (APCs) und aktivieren so T- und B-Lymphozyten. Dabei nehmen DCs 
fremde Antigene auf und präsentieren sie über MHC-II-Moleküle (major histocompatibi-
lity complex II) den Zellen des adaptiven Immunsystems (Cella et al., 1997), womit sie 
ein Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunität darstellen. Zusätzlich zu 
den DCs tragen auch NK-Zellen zur Kommunikation zwischen angeborener und 
adaptiver Immunität bei, indem sie die Aktivität von DCs positiv (Reifung) oder negativ 
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(Eliminierung) beeinflussen (Raulet et al., 2004). Granulozyten werden aufgrund ihrer 
Färbungseigenschaften der Granula in neutrophile, basophile und eosinophile unterteilt 
und sind v. a. an der Beseitigung von Pathogenen beteiligt. Dabei sind insbesondere 
die neutrophilen Granulozyten in der Lage, Pathogene zu phagozytieren und diese in 
intrazellulären Vesikeln zu zerstören (Segal, 2005). Mastzellen spielen bei allergischen 
Reaktionen eine Rolle und tragen zur Pathogenabwehr bei (Galli et al., 2005). 
Die Induktion der adaptiven Immunantworten wird durch eine direkte Interaktion mit 
reifen APCs und eine proinflammatorische Umgebung vermittelt. Zellen des adaptiven 
Immunsystems unterscheiden sich von Zellen der angeborenen Immunität durch die 
Expression von antigenspezifischen Rezeptoren, deren Aktivierung für ihre Differen-
zierung, Proliferation und anschließende Ausübung ihrer Effektorfunktion notwendig ist 
(de Visser et al., 2006). B-Lymphozyten werden nach Antigenbindung an einen Rezep-
tor und durch stimulatorische Signale von T-Helferzellen zur Proliferation aktiviert und 
differenzieren zu Plasmazellen, die Effektorform der B-Lymphozyten. Aktivierte B-Lym-
phozyten produzieren dann spezifische Antikörper (Immunglobuline), die nach Frei-
setzung an die entsprechenden Antigene auf den Zielzellen binden und diese für die 
ADCC (antibody-dependent cell cytotoxicity) markieren (McHeyzer-Williams, 2003; 
Oracki et al., 2010). T-Lymphozyten sind mit ihren spezifischen T-Zell-Rezeptoren nur 
dann in der Lage, Antigene zu erkennen, wenn ihnen diese durch Oberflächenmole-
küle, die MHC-Moleküle, präsentiert werden, wobei diese in zwei Klassen unterteilt 
werden. Die MHC-Klasse-I-Moleküle werden von allen Zellen, die einen Zellkern 
besitzen, exprimiert. Sie präsentieren den zytotoxischen CD8+-T-Lymphozyten fremd-
artige Peptide von infizierten oder entarteten Zellen (Townsend und Bodmer, 1989). 
MHC-Klasse-II-Moleküle kommen nur auf APCs vor und präsentieren den CD4+-T-
Helferzellen Peptide, die von phagozytierten Pathogenen, Tumor- und abgestorbenen 
Zellen stammen (Unanue und Allen, 1987). T-Lymphozyten sind durch eine CD3-Ober-
flächenexpression gekennzeichnet (van Agthoven et al., 1981; Clevers et al., 1988) 
und werden aufgrund ihrer Funktion in drei Subpopulationen unterteilt, die regulatori-
schen und zytotoxischen T-Lymphozyten und die T-Helferzellen. Die CD4+-T-Helfer-
zellen werden angesichts ihrer Zytokinsekretion und Effektorfunktion in TH1-, TH2- und 
TH17-Zellen unterteilt. TH1-Zellen produzieren v. a. IL-2, IFN-γ und TNF-β, tragen durch 
Aktivierung von Makrophagen und Lymphozyten zur Inflammation bei und fördern die 
Differenzierung von CD8+-T-Lymphozyten zu zytotoxischen Zellen. TH2-Zellen sezer-
nieren v. a. IL-3 bis 6, sind an humoralen Immunantworten beteiligt und aktivieren 
demnach insbesondere die Antikörperproduktion von B-Zellen (Abbas et al., 1996; 
Mosmann und Sad, 1996). Die TH17-Zellen sind durch ihre hohe Produktion von IL-17, 
das die Produktion proinflammatorischer Zytokine, Chemokine und MMPs induziert und 
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so zur Inflammation und Abwehr von extrazellulären Pathogenen beiträgt, charak-
terisiert (Bettelli et al., 2008). Regulatorische T-Lymphozyten spielen bei der negativen 
Regulation von Immunantworten und der Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz eine 
wichtige Rolle. Sie bewahren den Organismus vor Autoimmunerkrankungen und 
inhibieren inflammatorische Erkrankungen wie Asthma (Thompson und Powrie, 2004).  
In Bezug auf die Abwehr bzw. Eliminierung von Tumorzellen sind v. a. zytotoxische 
CD8+-T-Lymphozyten und NK-Zellen von essentieller Bedeutung.  
Zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) benötigen neben der T-Zell-Rezeptor-Ligation mit 
spezifischen Peptiden, die von MHC-I-Molekülen präsentiert werden, eine 
Costimulation (z. B. durch CD40, CD80, CD86) und Zytokinsignale wie IL-12, um 
aktiviert zu werden und eine effiziente Antwort zu generieren. CTLs sind durch ihre 
Zytokinproduktion (IFN-γ und TNF) und Effektorfunktion der zytotoxischen Lyse 
charakterisiert (Hoves et al., 2010). Aktivierte T-Zellen produzieren IL-2, das wiederum 
die Proliferation dieser Zellen stimuliert, wohingegen ruhende T-Zellen nicht auf 
exogen zugefügtes IL-2 reagieren (Smith et al., 1988). IL-2 ist zudem notwendig für die 
Aufrechterhaltung der zytotoxischen Aktivität der T-Lymphozyten. 
NK-Zellen sind Teil der ersten Abwehrlinie innerhalb der angeborenen Immunität und 
machen 10–15 % der im Blut zirkulierenden Lymphozyten aus. Sie sind durch ihre 
Oberflächenexpression von CD56 und das Fehlen von CD3 charakterisiert und expri-
mieren den IL-2-Rezeptor, der die proliferative Wirkung von IL-2 vermittelt (Cooper et 
al., 2001). NK-Zellen sind die wichtigsten Produzenten des Zytokins IFN-γ, das die 
Aktivierung von an der Immunantwort beteiligten Immunzellen fördert. Darüber hinaus 
produzieren sie sowohl proinflammatorische (wie TNF-α, IL-3) als auch immunosup-
pressive (wie IL-10) Zytokine und viele Chemokine (z. B. IL-8) (Vivier et al., 2011). Die 
von NK-Zellen produzierten Zytokine TNF-α und IFN-γ sind an der Reifung von DCs 
beteiligt und umgekehrt verstärkt das von DCs abgegebene IL-18 die lytische und 
sekretorische Funktion von NK- und LAK-Zellen (Moretta et al., 2005; Capobianco et 
al., 2006). Die Regulation der NK-Zell-Funktion erfolgt über die Balance von aktivie-
renden und inhibitorischen Rezeptoren sowie durch Adhäsions- und costimulatorische 
Moleküle. Inhibitorische Rezeptoren erkennen v. a. selbst-MHC-I-Moleküle und aktivie-
rende Rezeptoren interagieren mit virus-, stress- oder transformationsinduzierten 
Liganden. Die 'richtige' Kombination von aktivierenden und inhibitorischen Signalen 
und von Adhäsionsmolekülen zwischen NK- und Zielzellen ist entscheidend für die 
Bildung einer immunologischen Synapse und die NK-Zell-vermittelte Lyse von Ziel-
zellen (Lanier, 2005). Inhibitorische Rezeptoren wie die Killerzell-Ig-ähnlichen Rezep-
toren (KIRs) und die Leukozyt-Ig-ähnlichen Rezeptoren (LILRs) sind entweder spezi-
fisch für MHC-I-Moleküle, die konstitutiv von den meisten gesunden Zellen exprimiert 
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werden, oder binden nicht-MHC-Liganden. So sind NK-Zellen in der Lage, 'missing self' 
und somit transformierte Zellen zu erkennen, die die Expression von MHC-I herunter-
reguliert haben, um der Erkennung durch CTLs zu entgehen. Dementsprechend töten 
NK-Zellen Tumorzellen, die keine MHC-I-Moleküle auf ihrer Oberfläche exprimieren, 
wohingegen sie einige Tumorzellen mit MHC-I-Expression verschonen (Lanier, 2008).  
Anfang der 1980er Jahre wurde gezeigt, dass IL-2 die Bildung von zytotoxischen 
Zellen, den Lymphokin-aktivierten Killer (LAK)-Zellen, bewirkt (Grimm et al., 1982 und 
1983). LAK-Zellen sind nicht-adhärente Zellen mit nicht-MHC-abhängiger zytotoxischer 
Aktivität und besitzen die Fähigkeit, frisch isolierte und NK-Zell-resistente Tumorzellen 
zu lysieren (Grimm et al., 1982). So lysieren LAK-Zellen sowohl MHC-I-positive als 
auch MHC-I-negative Zielzellen, wohingegen NK-Zellen nur MHC-I-negative und CTLs 
nur MHC-I-positive Zielzellen lysieren. Die LAK-Zell-Aktivität von Lymphozyten lässt 
sich v. a. der NK-Zell-Stimulation mit IL-2 zuschreiben, wobei aber auch T-Zellen zur 
Zytotoxizität beitragen können (Herberman et al., 1987). Die phänotypische Analyse 
von LAK-Zellen zeigte, dass es sich um eine heterogene Population handelt, die sich 
v. a. aus CD3-D56+(NK-LAK)-, CD3+CD56+(NKT-LAK)- und CD3+CD56-(T-LAK)-Zellen 
zusammensetzt (West et al., 2011). Zudem veränderte sich das Verhältnis der drei 
Subpopulationen während der Kultivierung der PBMCs mit IL-2, wobei sich die Anzahl 
von NK-Zellen in der LAK-Zell- im Vergleich zur PBMC-Population verdoppelte, die der 
NKT-Zellen etwa verdreifachte und die Anzahl von T-Zellen sich etwas verringerte. 
Diese Phänotypisierung suggeriert, dass NK-Zellen die primären Effektorzellen 
innerhalb der LAK-Zellen sind, wobei auf allen Subpopulationen die Expression von 
LFA-1, die durch Kultivierung mit IL-2 zunahm, nachgewiesen werden konnte (West et 
al., 2011). Um LAK-Zellen für Laborversuche zu erhalten, werden PBMCs normaler-
weise 7–10 Tage mit IL-2 inkubiert, Bedingungen, die das Wachstum und die 
Proliferation von NK-Zellen nicht aber von CTLs, die eher dem induzierten Zelltod 
unterliegen, favorisieren (Hoves et al., 2010). Eine LAK-Zell-Aktivität ist nach              
2–3 Tagen nachweisbar, steigt nach fünf Tagen an und bleibt bis über den siebten Tag 
hinaus erhalten (Grimm et al., 1982).  
 
1.4.2 Mechanismen der zytotoxischen Lyse und Tumorimmunüberwachung 
Bei der Tumorabwehr sind NK-Zellen und CTLs von wichtiger Bedeutung. Sie können 
Apoptose in Zielzellen durch zwei unterschiedliche Signalwege auslösen, den 
Todesrezeptor-Signalweg und den Perforin/Granzym-Weg.  
Todesrezeptoren gehören zur Familie der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptoren und 
besitzen cysteinreiche extrazelluläre Domänen und eine zytoplasmatische Domäne, 
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die 'death domain' (Locksley et al., 2001), die eine wichtige Rolle bei Übermittlung des 
tödlichen Signals von der Zelloberfläche in das Zellinnere spielt. Am besten 
charakterisiert sind folgende Liganden (L) und ihre entsprechenden Rezeptoren (R): 
FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 und Apo2L/DR5 (Fas = fatty acid 
synthetase; D = death). Nach Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor werden 
zytoplasmatische Adapterproteine rekrutiert, die mit ihrer korrespondierenden Todes-
domäne an den Rezeptor binden. Dabei resultiert die Bindung von FasL an FasR in der 
Assoziation des Adapterproteins FADD (Fas-associated death domain) und die von 
TNF-α an TNFR in der Bindung des Adapterproteins TRADD (TNF receptor-associated 
death domain) mit anschließender Assoziation von FADD und RIP (receptor-interacting 
protein). FADD dimerisiert dann über die Todeseffektordomäne mit Procaspase-8 und 
es kommt zur Bildung des death-inducing signaling complex (DISC), was zur auto-
katalytischen Aktivierung der Initiatorcaspase-8 führt, wodurch dann über Caspase-3 
die Exekutionsphase der Apoptose eingeleitet wird (Elmore, 2007). 
Dem Töten von Zellen durch den Perforin/Granzym-Weg geht die Bildung einer 
sogenannten immunologischen Synapse zwischen Effektor- und Zielzelle voraus. Die 
immunologische Synapse wurde ursprünglich als entscheidende Kontaktstelle 
zwischen einer T-Zelle und einer APC, an der T-Zell-Rezeptoren (TCRs) mit MHC-
Molekülen interagieren, definiert. Spätere Studien konnten immunologische Synapsen 
aber auch zwischen verschiedenen Typen des Immunsystems und zwischen Immun- 
und Nicht-Immunzellen beobachten (Orange, 2008). Der Perforin/Granzym-vermittelte 
Weg ist der Schlüsselmechanismus für die Beseitigung von virusinfizierten und 
entarteten Zellen, wobei NK-Zellen und CTLs einen ähnlichen Mechanismus für das 
Töten von Zielzellen haben, der in der polarisierten Sekretion von zytotoxischen 
Granula, die Perforin und Granzyme (Serinproteasen) enthalten, resultiert. Im Gegen-
satz zu NK-Zellen, die konstitutiv zytotoxische Aktivität besitzen, benötigen naive 
CD8+-T-Zellen nach der Antigenerkennung einige Tage, um zu CTLs zu differenzieren, 
zu proliferieren und zum betroffenen Gewebe zu migrieren, wobei erst während des 
Differenzierungsprozesses Granzyme und Perforin synthetisiert und in zytotoxischen 
Granula gespeichert werden (de Saint Basile et al., 2010). Die reife immunologische 
Synapse zwischen T- und Zielzellen hat eine charakteristische Rezeptororganisation 
mit einem zentralen Cluster von TCRs (central supramolecular activation cluster 
(cSMAC)), der von einem Ring aus Adhäsionsmolekülen (peripheral SMAC (pSMAC)) 
umgeben ist (Abb. 1-5). Die Bildung der Zell-Zell-Kontakt-stabilisierenden pSMAC-
Region wird durch ICAM-1/LFA-1-Interaktion vermittelt und verstärkt die Effektivität der 
Zielzelllyse (Beal et al., 2008). Die zytotoxischen Granula sind an Mikrotubuli verankert 
und wandern bei Kontakt mit einer Zielzelle zusammen mit dem MTOC (microtubule 
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organizing center) in Richtung immunologischer Synapse. Im Anschluss an diese pola-
risierte Ausrichtung docken die zytotoxischen Granula an die Plasmamembran an und 
es folgt die Exozytose des Granulainhaltes mit Perforin, Granzymen, anderen mem-
branzerstörenden Bestandteilen, Chemokinen und Strukturelementen (wie Chondroitin-
sulphat-Proteoglykane), die ein Kristallgitter bilden, an das die meisten Toxine durch 
elektrostatische Interaktionen gebunden sind (Voskoboinik et al., 2006; de Saint Basile 
et al., 2010). Dabei wird die Exozytose durch den nach Zielzellerkennung initiierten 
Ca2+-Influx in die Lymphozyten ausgelöst. Im synaptischen Spalt verursacht die poren-
bildende Aktivität von Perforin eine Permeabilisierung der Zielzellmembran, was eine 
Diffusion von extrazellulärem Milieu mit den darin enthaltenen Granzymen in die Ziel-
zelle zur Folge hat (Abb. 1-5). Dort spalten die Granzyme Caspasen und initiieren die 
Apoptose der Zelle, die innerhalb von 2 min der Perforin-Permeabilisierung durch Ziel-
zellabrundung sichtbar wird, so dass in kurzer Zeit eine letale Menge Granzyme in die 
Zielzelle gelangen können (Lopez et al., 2013). Die u. a. über ICAM-1 und LFA-1 ver-
mittelte stabile Adhäsion der pSMAC ist essentiell für die Aufrechterhaltung des synap-
tischen Spaltes, der die lokal hohe Konzentration von zytotoxische Proteinen sichert 




Abb. 1-5: Zytotoxische Lyse 
von Zielzellen über den 
Perforin/Granzym-Weg 
(A) Überblick über den Ablauf der 
zytotoxischen Lyse (aus de Saint 
Basile et al., 2010). Nach Erken-
nung der Zielzelle bildet sich eine 
immunologische Synapse, die aus 
einem Cluster von Rezeptoren 
(supramolecular activation complex 
(cSMAC)) und einem peripheren 
integrinreichen Ring (peripheral 
SMAC (pSMAC)) besteht. Es 
kommt zur polarisierten Ausrichtung 
der MTOC (microtubule organizing 
centre) mit den an die Mikrotubuli 
verankerten Granula und zur Exo-
zytose des Granulainhaltes in den 
sekretorischen Spalt (gelb).  
(B) Immunologische Synapse mit 
sekretorischer Domäne (aus 
Lieberman, 2003). Die Signaldo-
mäne entspricht der cSMAC und 
die pSMAC wird durch LFA-1/ 
ICAM-1-Interaktion vermittelt. Nach 
Exozytose des Granulainhaltes 
kommt es durch die porenbildende 
Aktivität von Perforin zur Permea-
bilisierung der Zielzellmembran, so 
dass Granzyme in die Zelle ge-
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Die Perforin-Porenbildung, die Ca2+-abhängig erfolgt (Masson und Tschopp, 1985), 
basiert auf der elektrostatischen Interaktion zwischen Perforin-Monomeren und die 
entstehende Pore ist mit einen Durchmesser von rund 20 nm groß genug für Granzym-
Monomere und -Dimere (Hoves et al., 2010). Der saure pH-Wert innerhalb der Granula 
sorgt dafür, dass Perforin inaktiv bleibt, so dass die Immunzellen vor der Zerstörung 
der Granulamembran und damit der Initiation der Apoptose durch Granzyme geschützt 
sind (Voskoboinik et al., 2005). Granzym B hat unter den Granzymen die stärkste pro-
apoptotische Funktion, es spaltet Substrate nach Aspartatresten und kann Caspasen 
direkt aktivieren (Voskoboinik et al., 2006). Granzym B-defiziente NK-, LAK-Zellen und 
CTLs sind in ihrer Fähigkeit, Apoptose in Zielzellen zu induzieren, eingeschränkt 
(Shresta et al., 1995). Granzym A kann den Zelltod unabhängig von Caspasen indu-
zieren. Eine proapoptotische Funktion wurde auch für Granzym C und M beschrieben, 
nicht aber für die Granzyme D-G (nur in Maus), das Granzym H oder K (Voskoboinik et 
al., 2006). Granulysin, ein ebenfalls in den Granula NK-Zellen und CTLs vorkom-
mendes Protein, besitzt zytolytische Aktivität gegenüber Pathogenen und Tumorzellen 
und kann ebenfalls Apoptose auslösen (Gamen et al., 1998; Stenger et al., 1998).  
In Zusammenhang mit der Tumorimmunüberwachung spielen Perforin bzw. zyto-
toxische Lymphozyten (NK- und T-Zellen) folglich eine entscheidende Rolle. Die 
essentielle Bedeutung der perforinabhängigen zytotoxischen Aktivität bei der Immun-
überwachung von Krebs konnte anhand perforindefizienter Mäuse, die die Fähigkeit 
der Tumorsuppression verlieren, gezeigt werden (Bolitho et al., 2009). So entwickeln 
perforindefiziente Mäuse spontan B-Zell-Lymphome, wenn sie altern (Trapani und 
Smyth, 2002) und sind anfälliger gegenüber der induzierten Tumorbildung als Wildtyp-
Mäuse (van den Broek et al., 1996; Smyth et al., 2000; Street et al., 2001). Darüber 
hinaus konnte bei perforindefizienten Mäusen im Vergleich zu Kontrollmäusen eine 
höhere Anzahl von Lungenmetastasen nachgewiesen werden (Smyth et al., 1999). 
Menschen mit Mutationen im Perforingen entwickeln die sogenannte Familiäre 
Hämophagozytische Lymphohistiozytose (FHL), die mit einer stark verringerten oder 
nicht vorhandenen Aktivität von CTLs und NK-Zellen einhergeht (Trapani und Smyth, 
2002). Zudem sind FHL-Patienten prädisponiert gegenüber der Entwicklung von 
bösartigem hämatologischen Krebs (Chia et al., 2009). Darüber hinaus ist bei der 
Tumorimmunüberwachung auch das Zytokin IFN-γ von essentieller Bedeutung. So 
wachsen Tumore in Mäusen, die mit IFN-γ-Antikörper behandelt wurden, schneller und 
effektiver als in unbehandelten Mäusen (Dighe et al., 1994) und Mäuse ohne intakten 
IFN-γ-Rezeptor oder Aktivator von STAT1, einem Transkriptionsfaktor, der wichtig für 
IFN-γ-Signalgebung ist, sind sensitiver gegenüber der induzierten Tumorbildung als 
Wildtyp-Mäuse (Kaplan et al., 1998). Zudem sind Mäuse mit einem Mangel an 
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Lymphozyten und/oder mit defekter IFN-γ-Signalgebung anfälliger gegenüber der 
kanzerogeninduzierten und spontanen Entwicklung von Tumoren (Shankaran et al., 
2001; Street et al., 2002). 
Bei der Tumorimmunüberwachung bzw. Eliminierung entarteter Zellen sind IFN-γ und 
Perforin somit von essentieller Bedeutung. Lymphozyten und IFN-γ üben dabei einen 
hohen Selektionsdruck auf Tumorzellen aus und da diese genetisch instabil sind und 
schnell mutieren, entstehen Tumorzellen, die resistenter gegenüber dem Angriff durch 
das Immunsystem sind und demnach der Immundetektion entgehen können (Dunn et 
al., 2002). Mögliche Veränderungen umfassen dabei den Verlust oder die Herunter-
regulation von MHC-I-Molekülen, den Verlust von Tumorantigenen (Klein, 1966), 
Defekte im IFN-γ-Rezeptor- oder im apoptotischen Todesrezeptor-Signalweg, die 
Herunterregulation von costimulatorischen Molekülen auf der Tumorzelloberfläche und 
die Induktion der Apoptose in aktivierten Lymphozyten durch Produktion von Todes-
rezeptorliganden (Dunn et al., 2002; Khong und Restifo, 2002). Darüber hinaus können 
Tumorzellen zur Schaffung einer immunosuppressiven Umgebung beitragen, indem sie 
die Produktion von Mediatoren wie VEGF, TGF-β, Galectin oder der Indolamin-2,3-
Dioxygenase induzieren und/oder durch Rekrutierung regulatorischer Immunzellen 
(Treg). Treg inhibieren nach ihrer Aktivierung die Funktion von tumorspezifischen T-Lym-
phozyten durch Produktion der Zytokine IL-10 und TGF-β, durch Expression von 
negativ costimulatorischen Molekülen und durch Zerstörung von IL-2, dem Zytokin, das 
essentiell für die Aufrechterhaltung der CTL-Funktion ist (Schreiber et al., 2011;  
Vesely et al., 2011).  
 
1.5 Zielsetzung der Arbeit 
Cannabinoide besitzen diverse antikanzerogene Aktivitäten. So beeinflussen sie das 
Tumorwachstum, die Migration und Metastasierung von Tumorzellen sowie die Angio-
genese (Guzmán, 2003; Bifulco et al., 2006). Dementsprechend vermittelt auch das 
nicht-psychoaktive Phytocannabinoid CBD antitumorigene Effekte (Review: Massi et 
al., 2013). In diesem Zusammenhang konnte in der Arbeitsgruppe am Institut für 
Toxikologie und Pharmakologie der Universitätsmedizin Rostock gezeigt werden, dass 
CBD im Xenograftmodell das Tumorwachstum inhibiert und eine starke antimetas-
tatische Wirkung besitzt (Ramer et al., 2010a, b und 2012). Im Bereich der Tumor-
immunüberwachung existieren jedoch nur wenige Daten zur Wirkung von 
Cannabinoiden auf die Aktivität von zytotoxischen Immunzellen, wobei sich die 
entsprechenden vorwiegend in den 1980er Jahren publizierten Arbeiten auf Effekte des 
Phytocannabinoids THC beschränken. In Bezug auf die Tumorabwehr durch das 
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Immunsystem spielt die Adhäsion von zytotoxischen Lymphozyten an Tumorzellen, die 
u. a. durch ICAM-1 vermittelt wird und die Voraussetzung für die anschließende 
Tumorzelllyse ist, eine wichtige Rolle. In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss von 
CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen ermittelt, wobei in der 
Arbeitsgruppe in einigen Tumorzelllinien bereits eine durch CBD induzierte Hoch-
regulation der ICAM-1-Expression gezeigt werden konnte (Ramer et al., 2012). In 
diesem Zusammenhang wird der Einfluss von CBD auf die Adhäsion zwischen Tumor- 
und Immunzellen und auf die durch Immunzellen vermittelte Lyse von Tumorzellen 
mittels Adhäsions- und Zytotoxizitätsassays untersucht. Dafür werden zwei Lungen-
tumorzelllinien (A549, H460), Zellen aus Gehirnmetastasen von Lungenkrebspatienten 
und LAK-Zellen, deren Generation aus PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) 
von gesunden Spendern erfolgt, verwendet. Bezüglich der Wirkung von CBD auf die 
Adhäsion und Tumorzelllyse wird die funktionelle Rolle der CBD-induzierten 
Hochregulation von ICAM-1, das ebenfalls bei der Vermittlung der antiinvasiven und 
antimetastatischen Wirkung von CBD eine Rolle spielt (Ramer et al., 2012), mit Hilfe 
von neutralisierenden Antikörpern und Knockdown-Experimenten bestimmt. Darüber 
hinaus wird eine mögliche Involvierung der Cannabinoid-Rezeptoren CB1 und CB2 und 
des Vanilloid-Rezeptors TPRV1 bei den durch CBD vermittelten Effekten auf die 
Tumorzelllyse analysiert. Neben dem Phytocannabinoid CBD wird auch der Einfluss 
anderer Cannabinoide (THC, MA, JWH133, WIN55,212-2) auf die LAK-Zell-vermittelte 
zytotoxische Lyse von Tumorzellen untersucht. Zur Ermittlung einer Selektivität der 
potentiellen Cannabinoideffekte auf Tumorzellen wird der Einfluss von CBD (THC, MA) 
auf die zytotoxische Lyse und ICAM-1-Expression von nicht kanzerogenen 
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) überprüft.  
In Zusammenhang mit dem Endocannabinoidsystem liegt neben der exogenen 
Applikation von Cannabinoiden ein anderer therapeutischer Ansatz in der Hemmung 
der FAAH. Diese Hemmung resultiert in einem Anstieg der Konzentration von 
Endocannabinoiden und endocannabinoidähnlichen Verbindungen, die ihre antitumori-
gene Wirkung wiederum via CB-Rezeptoraktivierung vermitteln (Ligresti et al., 2003; 
Bifulco et al., 2004; Maione et al., 2007; Micale et al., 2009). Dementsprechend wird 
der Einfluss des FAAH-Inhibitors Arachidonylserotonin (AA-5HT) auf die LAK-Zell-
vermittelte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression der Lungentumorzellen untersucht. 
Zusätzlich wird ebenfalls die Wirkung von Endocannabinoiden (AEA, 2-AG) und 
endocannabinoidähnlichen Verbindungen (OEA, PEA) auf die Tumorzelllyse überprüft, 
da diese durch eine FAAH-Inhibition akkumulieren können. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Zellen 
A549 humane Lungenkarzinomzelllinie (Nummer: ACC 107)  
DSMZ, Braunschweig 
H460   humane Lungenkarzinomzelllinie (Nummer: HTB-177™) 
   ATTC®, Wesel 
HROBML01  humane Lungenkarzinomzellen aus der Resektion einer 
Gehirnmetastase eines 67 Jahre alten Patienten mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) 
 Universitätsmedizin, Rostock 
HROBML03  humane Lungenkarzinomzellen aus der Resektion einer  
Gehirnmetastase einer 47 Jahre alten Patientin mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) 
 Universitätsmedizin, Rostock 
BEAS-2B humane Bronchialepithelzellen 
Sigma-Aldrich® (European selection of cell culture), Taufkirchen 
PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells (mononukleäre Zellen des 
peripheren Blutes) 
 isoliert aus Buffy Coats von gesunden Spendern, dienen der 
Generation von LAK-Zellen (Lymphokin-aktivierte Killerzellen) 
   Transfusionsmedizin, Rostock 
 
2.1.2 Medien und Zusätze 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Lonza, Köln 
- mit 4,5 g/l Glukose, mit L-Glutamin 
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) Lonza, Köln 
- mit L-Glutamin  
FCS (Fetal Calf Serum)    PAN Biotech, Aidenbach 
Penicillin-Streptomycin     Life TechnologiesTM, Darmstadt 
 - 10.000 U/ml und 10.000 µg/ml 
LSM1077 (Lymphocyte Separation Medium) PAA, Cölbe 
DPBS (Dulbecco‘s Phosphate Buffered   PAN Biotech, Aidenbach 
Salt Solution) - ohne Ca2+ und Mg2+    
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2.1.3 Chemikalien 
Anandamid     Enzo® Life Science, Lörrach 
AM251     Biomol, Hamburg 
AM630     Biomol, Hamburg 
Ammoniumpersulfat    Roth®, Karlsruhe 
Aprotinin     Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
2-Arachidonylglycerol    Biomol, Hamburg 
Arachidonylserotonin    Biomol, Hamburg 
Aqua ad iniectabilia    Braun Melsungen AG, Melsungen 
β-Mercaptoethanol     Ferak®, Berlin 
Bromphenolblau    Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
Calcein-AM      Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
(-)-Cannabidiol    Biotrend AG, Köln 
Capsazepin     Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
Δ9-Tetrahydrocannabinol   Lipomed GmbH, Weil am Rhein 
DMSO      AppliChem, Darmstadt 
EDTA      AppliChem, Darmstadt 
Ethanol     Zentralapotheke, Rostock 
Glycerin (wasserfrei)    AppliChem, Darmstadt 
Glycin      AppliChem, Darmstadt 
HCl      Merck, Darmstadt 
Hepes      Ferak®, Berlin 
H2O2      AppliChem, Darmstadt 
Interleukin-2     ReliaTech, Wolfenbüttel 
Isopropanol     J. T. Baker, Griesheim 
JWH133     Tocris Bioscience, Wiesbaden-Nordenstadt 
Leupeptin     Biomol, Hamburg   
Luminol     Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
Methanol     J. T. Baker, Griesheim 
Milchpulver (Blotting Grade Blocker) Bio-Rad, München 
NaCl      AppliChem, Darmstadt 
NaOH      AppliChem, Darmstadt 
Oleoylethanolamid    Biomol, Hamburg 
Orthovanadat     Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
Palmitoylethanolamid    Biomol, Hamburg 
p-Cumarinsäure    Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
Phenylmethylsulfonylfluorid    Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
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R-(+)-Methanandamid   Tocris Bioscience, Wiesbaden-Nordenstadt 
Rotiphorese® Gel 30    Roth®, Karlsruhe 
SDS ultrapure     AppliChem, Darmstadt 
Temed      Roth®, Karlsruhe 
Tris Ultrapure     AppliChem, Darmstadt 
Tris HCl     AppliChem, Darmstadt 
Triton® X-100     Roth®, Karlsruhe 
Trypanblau (0,4 %)    InvitrogenTM, Darmstadt 
Trypsin-EDTA  (10 x)    Life TechnologiesTM, Darmstadt 
Tween® 20     Roth®, Karlsruhe 
(+)-WIN55,212-2-Mesylat   Biomol, Hamburg 
WST-1-Reagenz    Roche, Grenzach-Wyhlen 
 
2.1.4 Kits 
RNAiFectTM Transfection Kit   Qiagen, Hilden 
PierceTM BCA Protein Assay Kit  Pierce, Rockford (USA) 
 
2.1.5 siRNA und Antikörper für Blockierungsexperimente 
ICAM-1 siRNA    Qiagen, Hilden 
siRNA Negative control   Eurogentec, Köln 
Human ICAM-1/CD54 Antibody  R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 
Mouse IgG1 Antibody    R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 
LEAFTM Purified anti-human CD11a  Biolegend, London (UK) 
LEAFTM Purified Mouse IgG1,  
κ Isotype Control    Biolegend, London (UK) 
 
2.1.6 Proteinmarker und Antiköper für Western Blot-Analyse 
Prestained SDS-PAGE Standard  Bio-Rad, München 
(Broad Range) 
Primärantikörper 
ICAM-1 Antibody (G-5)   Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
LEAFTM Purified anti-human CD11a  Biolegend, London (UK) 
Monoclonal anti-β-Actin Antibody  Sigma-Aldrich®, Taufkirchen 
(Clone AC-74)     
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Sekundärantikörper 
Anti-Mouse IgG, HRP-linked Antibody New England Biolabs, Frankfurt am Main 
 
2.1.7 Verbrauchsmaterialien 
6-Well-Platten Falcon®    BD Biosciences, Heidelberg 
24-Well-Platten Falcon®    BD Biosciences, Heidelberg 
96-Well-Platten Falcon®    BD Biosciences, Heidelberg  
Combitips (Multipettenaufsätze)  Eppendorf, Hamburg 
Einmal-Pasteurpipetten   Sarstedt, Nürnbrecht 
Glaspasteurpipetten    Roth®, Karlsruhe 
Kryoeinfrierröhrchen (2 ml)   Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Microtest Plate 96er    Sarstedt, Nürnbrecht 
Pipettenspitzen    Sarstedt, Nürnbrecht 
Reaktionsgefäße (farblos)   Sarstedt, Nürnbrecht 
Rotilabo® Blottingpapiere (0,35 mm)  Roth®, Karlsruhe 
Safe-Lock Tubes, amber (0,5 und 1,5 ml) Eppendorf, Hamburg 
Seropipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)   Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Whatman Nitrocellulosemembran (0,2 μm) Roth®, Karlsruhe 
Zellkulturflaschen (75 cm2)   Sarstedt, Nürnbrecht 




2.2.1 Kultivierung von adhärenten Zellen 
2.2.1.1 Allgemeine Bestimmungen 
Sowohl bei den verwendeten Lungentumorzellen A549, H460, HROBML01 und 
HROBML03 als auch bei den Bronchialepithelzellen BEAS-2B handelt es sich um 
adhärente Zellen. Die A549-, H460-, HROBML03- und BEAS-2B-Zellen wurden in 
DMEM, welches 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin (Pen-Strep) und 10 % 
fötales Kälberserum (FCS) enthielt und im Folgenden als DMEM-Komplettmedium 
bezeichnet wird, in Zellkulturflaschen mit einer Fläche von 75 cm2 kultiviert. Das für die 
Kultivierung der HROBML01-Zellen verwendete DMEM unterschied sich nur in der 
Menge des zugegebenen Kälberserums, so beinhaltete es 20 % FCS. Die Kultivierung 
von Zellen erfolgte im CO2-Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen) bei einer Temperatur 
von 37 °C und bei 5 % CO2. 
28  Material und Methoden 
2.2.1.2 Subkultivierung der Zellen 
Die Subkultivierung bzw. das Splitten der Zellen erfolgte vor dem Erreichen der 
Konfluenz. Zunächst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen gründlich mit PBS 
gewaschen. Anschließend wurden ca. 3 ml einer 1 x Trypsin-EDTA-Lösung, welche 
durch 1:10-Verdünnung der 10 x Trypsin-EDTA-Lösung mit PBS hergestellt wurde, auf 
die Zellen gegeben und für 3–5 min bei 37 °C, 5 % CO2 inkubiert. Dabei beginnt das 
Trypsin Proteine, die für die Adhäsion der Zellen an die Oberfläche der Zellkultur-
flasche und bei Zell-Zell-Interaktionen eine Rolle spielen, abzubauen, wodurch sich die 
Zellen lösen. Das EDTA fungiert als Chelator und fängt Ca2+-Ionen ab, die für die 
Adhäsion der Zellen benötigt werden. Die Aktivität der Trypsin-EDTA-Lösung wurde mit 
etwa 7 ml DMEM-Komplettmedium abgestoppt. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifu-
gation für 5 min bei ca. 200 x g, der Überstand wurde verworfen, das Pellet dann in 
Komplettmedium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt (siehe 2.2.1.3). Die A549- 
und H460-Zellen wurden alle 3–4 Tage gesplittet und mit einer Zelldichte von 9000– 
15000 Zellen/cm2 in Zellkulturflaschen ausgesät. Die HROBML03- und BEAS-2B-
Zellen hingegen wurden nur alle sieben Tage, wobei dann in der Regel auch eine 
Aussaat der Zellen für Experimente erfolgte, passagiert. Daher wurden die Zellen mit 
ca. 2000 Zellen/cm2 ausgesät und innerhalb der sieben Tage ein Medienwechsel 
vorgenommen. Da die HROBML01-Zellen ein sehr langsames Wachstum aufwiesen, 
wurde bei ihnen regelmäßig ein Medienwechsel vollzogen und die Zellen nur passa-
giert, wenn sie für Versuche verwendet wurden. Die Versuche wurden mit den Zellen 
bei den hier aufgeführten Passagen (P) durchgeführt: A549 P3–22, H460 P5–24, 
HROBML03 P2–9, HROBML01 P7–8, BEAS-2B P8–11. 
 
2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer. Die 
Zellzahl von adhärenten Zellen wurde unmittelbar nach dem Ablösen der Zellen aus 
den Kulturflaschen mit Hilfe von Trypsin-EDTA und der Aufnahme der Zellpellets in 
DMEM-Komplettmedium nach der Zentrifugation (2.2.1.2) bestimmt. Für die 
Bestimmung der Zellzahl von Suspensionszellen (PBMCs bzw. LAK-Zellen) wurde vor 
dem Auszählen der Zellen eine Trypanblaufärbung vorgenommen. Für die Färbung der 
Zellen mit Trypanblau wurden 40 µl der Zellsuspension abgenommen und mit 5 µl 
Trypanblau versetzt, kurz gemischt und dann in die Zählkammer gegeben. Die 
Trypanblaufärbung dient als Vitalitätstest und ermöglicht das Unterscheiden von 
lebenden und toten Zellen. Tote Zellen erscheinen unter dem Mikroskop blau, da der 
Farbstoff die Membran von toten Zellen durchdringen und ins Zytoplasma gelangen 
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kann. Die intakte Membran von lebenden Zellen kann der Farbstoff hingegen nicht 
passieren. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 4 x 16 kleine Quadrate (entspricht 




Die Kryokonservierung diente der Langzeitlagerung von Zellen. Für die Konservierung 
mussten die adhärenten Zellen zunächst aus den Zellkulturflaschen abgelöst werden 
(siehe 2.2.1.2). Nach der Zentrifugation und Resuspension des Pellets in frischem 
DMEM-Komplettmedium wurde die Zellzahl bestimmt und wiederrum zentrifugiert (ca. 
200 x g, 5 min). Im Anschluss daran wurde das Zellpellet mit der gewünschten Zellzahl 
(2–4 Mio. Zellen/Kryoröhrchen) in Einfriermedium aufgenommen. Das Einfriermedium 
setzte sich aus 70 % DMEM, 20 % FCS und 10 % DMSO als Kryoprotektivum 
zusammen. Das Herunterkühlen der Zellsuspension erfolgte zunächst unter Verwen-
dung eines NalgeneTM Cryo 1 °C Freezing Containers (Thermo Scientific, Waltham, 
USA), der über Nacht bei -80 °C aufbewahrt wurde. Mit Hilfe des verwendeten 
Freezing Containers wurde die Zellsuspension um 1 °C pro Minute heruntergekühlt. 
Am darauffolgenden Tag wurden die Kryoröhrchen für die Langzeitlagerung in 
flüssigen Stickstoff überführt.  
Das Auftauen von Zellen musste aufgrund des toxischen Kryoprotektivums schnell 
erfolgen. So wurde vorgewärmtes DMEM-Komplettmedium in eine Zellkulturflasche 
vorgelegt, das Kryoröhrchen mit den darin enthaltenen Zellen im Wasserbad (37 °C) 
angetaut und anschließend in die vorbereitete Zellkulturflasche gegeben. Durch 
Verwendung eines größeren Volumens Komplettmedium wurde das Einfriermedium mit 
dem Kryoprotektivum ausreichend verdünnt, so dass kein Effekt auf die hier 
verwendeten Zellen erkennbar war. Nach etwa 24 h wurde dann ein Medienwechsel 
vorgenommen und so das DMSO und die nicht adhärierten Zellen entfernt. 
 
2.2.1.5 Aussaat und Stimulation der adhärenten Zellen 
Um die Zellen für Experimente aussäen zu können, mussten diese zunächst, wie unter 
2.2.1.2 beschrieben, aus den Zellkulturflaschen abgelöst und die Zellzahl bestimmt 
(2.2.1.3) werden. Die Adhäsions- und Zytotoxizitätsexperimente (2.2.3) wurden im    
96-Well-Format mit einer Zellzahl von 5.000–10.000 Zellen/Well durchgeführt. Für die 
Proteinisolation und anschließende Western Blot-Analyse wurden 200.000 Zellen/Well 
in 6-Well-Platten ausgesät. Die Aussaat erfolgte in DMEM-Komplettmedium, in dem die 
Zellen daraufhin für 24 h inkubiert wurden (37 °C, 5 % CO2). Daran schloss sich die 
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Stimulation der Zellen in serumfreiem DMEM, welches nur Pen-Strep, aber kein FCS 
enthielt, an. Es wurde hier unter serumfreien Bedingungen gearbeitet, um eine 
mögliche direkte Interaktion zwischen Serumproteinen wie Albumin und den Canna-
binoiden auszuschließen (Zheng et al., 1993). Vor der Stimulation wurde zunächst das 
Komplettmedium abgesaugt, die Zellen dann mit PBS gewaschen und serumfreies 
DMEM auf die Zellen gegeben. Die Testsubstanzen, die in Ethanol (CBD, MA, THC, 
JWH133, WIN55,212-2, AEA, OEA, PEA) oder DMSO (2-AG, AA-5HT) gelöst waren, 
wurden so mit PBS verdünnt, dass für die Stimulation eine Endkonzentration von 0,1 % 
(v/v) Ethanol bzw. DMSO erreicht wurde. Als Vehikel dienten entsprechende 0,1 %ige 
Ethanol- bzw. DMSO-Lösungen ohne Testsubstanz. Bei den Versuchen mit den in 
DMSO gelösten Rezeptorantagonisten (AM251, AM630, Capsazepin) wurden die 
Zellen vor Zugabe der Testsubstanzen für 1 h mit den Antagonisten (1 µM) prä-
inkubiert. Dabei wurden die Lösungen so mit PBS verdünnt, dass die Endkonzentration 
bei der Stimulation bei 0,2 % (v/v) DMSO lag. Die Stimulation erfolgte bei den 96-Well-
Platten im Gesamtvolumen von 100 µl und bei den 6-Well-Platten in 1 ml Volumen. Die 
Inkubation der Zellen mit den Stimulanzien erfolgte über 48 h. 
 
2.2.1.6 siRNA-Transfektion der Tumorzellen 
Die Transfektion von Tumorzellen erfolgte mit siRNA, die auf die ICAM-1 mRNA ab-
zielt. Die Zielsequenz der ICAM-1 siRNA lautet 5´-CGGCCAGCTTATACACAAGAA-3´. 
Ein BLAST-Vergleich zeigte, dass die ausgewählte Sequenz keine Homologie zu 
einem anderen bekannten humanen Gen aufweist. Die Zellen wurden unter Verwen-
dung des RNAiFectTM-Reagenz (Qiagen) transfiziert. Als Negativkontrolle wurde eine 
nonsilencing siRNA (non siRNA) verwendet. Die Tumorzellen wurden in 6-Well-
(Western Blot-Analyse) oder 96-Well-Platten (Zytotoxizitätsassay) ausgesät (2.2.1.5) 
und für 2–3 h im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit adhärieren die Zellen an die 
Oberfläche der Platten. Anschließend erfolgte die sogenannte Vortransfektion unter 
Zugabe des entsprechenden Transfektionsansatzes mit 1,25 µg/ml ICAM-1 siRNA 
oder non siRNA im selben Verhältnis (w/v) von RNA zu Transfektionsreagenz. Die 
Vortransfektion erfolgte in DMEM-Komplettmedium über eine Zeit von etwa 21 h. Vor 
der Stimulation mit den Testsubstanzen bzw. der Vehikelkontrolle wurden die Zellen 
mit PBS gewaschen und in serumfreiem DMEM erneut transfiziert, um konstante 
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2.2.2 Isolierung von PBMCs aus Buffy Coats  
Die Aufreinigung von PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) erfolgte aus Buffy 
Coats, die vom Institut für Transfusionsmedizin der Universitätsmedizin Rostock zur 
Verfügung gestellt wurden. Buffy Coats (auch Leukozytenkonzentrate) entstehen bei 
der Herstellung von Erythrozytenkonzentraten und Frischplasma aus Vollblut als 
Nebenprodukt und enthalten v. a. Leukozyten und Thrombozyten. Die Buffy Coats 
wurden über Nacht bei 4 °C aufbewahrt und am darauffolgenden Tag für die Isolation 
von PBMCs verwendet. Der Einfluss der Lagerung von Buffy Coats bei 4 °C wurde zu 
Beginn getestet. Es konnte keine Beeinflussung der Ausbeute von PBMCs und deren 
Vitalität (Trypanblaufärbung, siehe 2.2.1.3) festgestellt werden. Im Anschluss an die 
Aufreinigung (Dichtegradientenzentrifugation und Abtrennung adhärenter Zellen) 
wurden dann Lymphokin-aktivierte Killer (LAK)-Zellen generiert. 
 
2.2.2.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Zunächst erfolgte eine Dichtegradientenzentrifugation des Buffy Coat-Materials, um die 
Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte voneinander zu trennen und so die PBMCs 
zu gewinnen. Die Aufreinigung erfolgte im Allgemeinen nach den Angaben im Protokoll 
für das Lymphozytentrennmedium (LSM1077, PAA). Vor der Zentrifugation wurde der 
Buffy Coat 1:2 mit sterilem PBS verdünnt. In 50 ml-Zentrifugenröhrchen wurden je 
20 ml LSM1077, das eine Dichte von 1,077 g/ml besitzt, vorgelegt. Auf dieses 
Trennmedium wurden dann vorsichtig 20–30 ml des Buffy Coat-PBS-Gemisches 
geschichtet, ohne dass sich die beiden Schichten vermischen (Abb. 2-1, links). 
Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 1171 x g und 20 °C für 25 min mit 
ausgeschalteter Bremse. Während dieser Dichtegradientenzentrifugation ordnen sich 
die Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte (Tab. 2-1) im Gradienten an, wodurch 
vier unterschiedliche Phasen entstehen (Abb. 2-1, rechts).  
Tab. 2-1: Mittlere Dichte von Blutbestandteilen  
(Kiefel (Hrsg.), 2011) 





Neutrophile Granulozyten 1,082 
Erythrozyten 1,100 
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Die oberste gelbliche Phase besteht aus Plasma (1,026 g/ml) und enthält 
Thrombozyten (1,058 g/ml). Die Interphase („weiße Wolke“) befindet sich direkt über 
der Schicht des Lymphozytentrennmediums mit der Dichte von 1,077 g/ml und besteht 
aus Monozyten (1,062 g/ml) und Lymphozyten (1,070  g/ml). Im roten Pellet befinden 





Abb. 2-1: Trennung der Blutbestandteile durch Dichtegradientenzentrifugation 
Links, vor der Zentrifugation: Das Buffy Coat-PBS-Gemisch mit allen Blutbestandteilen ist auf das 
LSM1077 geschichtet. Rechts, nach der Zentrifugation: Die Blutbestandteile wurden entsprechend ihrer 
Dichte voneinander getrennt. Die Thrombozyten (1,058 g/ml) bleiben in der gelblichen Plasmaphase, die 
PBMCs (Lymphozyten, Monozyten) reichern sich in der Interphase („weiße Wolke“) zwischen Plasma und 
LSM1077 (1,077 g/ml) an und die Granulozyten (1,082 g/ml) und Erythrozyten (1,1 g/ml) wandern durch 
das Trennmedium und bilden das Pellet.   
 
Die Plasmaphase wurde im Anschluss an die Zentrifugation möglichst vollständig mit 
einer Pasteurpipette entfernt und verworfen. Anschließend konnte die Interphase 
vorsichtig abgenommen und in ein steriles 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt 
werden. Das Material der Interphase wurde dann zwei Waschschritten unterzogen. 
Dazu wurde das Volumen für den ersten Waschschritt auf 50 ml mit PBS aufgefüllt und 
dann für 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 
Pellet für den zweiten Waschschritt in 40–50 ml PBS gelöst. Dann wurde für 10 min bei 
200 x g zentrifugiert, der Überstand wurde wiederum abgesaugt und das Pellet in 
RPMI 1640-Komplettmedium (mit Pen-Strep und 10 % FCS) resuspendiert.  
Für die anschließende Zellzählung wurde ein Teil der Zellsuspension zunächst mit 
RPMI-Komplettmedium verdünnt. Von dieser Verdünnung wurden 40 µl abgenommen 
und mit 5 µl Trypanblau versetzt (Trypanblau-/Vitalitätsfärbung, siehe 2.2.1.3), um die 
lebenden Zellen auszuzählen. Die Gesamtzahl der isolierten Zellen (PBMCs) wurde 
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2.2.2.2 Abtrennung der adhärenten Zellen (Monozyten/Makrophagen) 
In einem zweiten Aufreinigungsschritt nach der Dichtegradientenzentrifugation erfolgte 
die Abtrennung von adhärenten Zellen aus der Zellsuspension nach einem leicht 
abgewandelten Protokoll von Fuss et al. (2009). Die Zellsuspension enthält v. a. 
Monozyten und Lymphozyten, wobei es sich bei den Monozyten um adhärente Zellen 
und bei den Lymphozyten um Suspensionszellen handelt. Das heißt, die beiden 
Zellpopulationen lassen sich leicht voneinander trennen, da die Monozyten im 
Gegensatz zu den Lymphozyten an die Oberfläche der Zellkulturflaschen adhärieren. 
Somit wurde die nach Dichtegradientenzentrifugation erhaltene Zellsuspension 
(2.2.2.1) auf eine Zelldichte von 2 Mio. Zellen/ml eingestellt und diese dann in Zell-
kulturflaschen überführt. Es folgte eine Inkubation von 1–2 h im Inkubator (37 °C, 
5 % CO2), damit die Monozyten adhärieren konnten. Anschließend wurde die Zell-
suspension mit einer Seropipette aus den Kulturflaschen in 50 ml-Zentrifugenröhrchen 
überführt und die Flaschen mit den adhärierten Zellen verworfen. Dann wurde die 
Zellsuspension für 10 min bei 500 x g zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und die 
Pellets in RPMI-Komplettmedium resuspendiert und zusammengeführt. Die Zellen 
wurde ausgezählt und die Zellsuspension wieder auf eine Dichte von 2 Mio. Zellen/ml 
eingestellt und in Kulturflaschen überführt. Es folgte abermals eine Inkubation von      
1–2 h, wodurch möglichst viele adhärente Zellen aus der Suspension entfernt werden 
sollten. Im Anschluss daran wurde die Zellsuspension, wie bereits beschrieben, in 
50 ml-Röhrchen überführt und anschließend für 10 min bei 500 x g zentrifugiert. Die 
Pellets wurden in RPMI-Komplettmedium gelöst, gepoolt und die Zellen dann 
wiederum ausgezählt. 
Aussaat der Monozyten für die Proteinisolation 
Für die Untersuchung des Einflusses von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression 
(Western Blot-Analyse) von Monozyten erfolgte die erste ein- bis zweistündige 
Inkubation der PBMCs, die direkt aus der unter 2.2.2.1 beschriebenen Aufreinigung 
stammen, nicht in Zellkulturflaschen, sondern in 6-Well-Platten. So wurden je 4 ml der 
2 Mio. Zellen/ml-PBMC-Suspension pro Well pipettiert (entspricht 8 Mio. Zellen/Well). 
Nach der ein- bis zweistündigen Inkubation wurde der Überstand abgenommen und 
der weiteren Aufreinigung unterzogen. Die an die Oberfläche der 6-Well-Platten 
adhärierten Monozyten wurden dann vorsichtig mit PBS gewaschen, mit serumfreien 
DMEM überschichtet und nach einer Inkubation von ca. 2 h mit Vehikel und 
verschiedenen CBD-Konzentrationen stimuliert (2.2.1.5). 
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2.2.2.3 Kultivierung und Generieren von LAK-Zellen 
Nach Abtrennung der adhärenten Zellen (2.2.2.2) in zwei Schritten sollten aus den 
verbliebenen PBMCs zytotoxische Zellen generiert werden. Dazu wurde die Zell-
suspension zunächst auf eine Dichte von ca. 1,5 Mio. Zellen/ml eingestellt. Diese 
Zellsuspension wurde dann mit Interleukin-2 (IL-2) versetzt, was zur Bildung von LAK-
Zellen führt (Grimm et al., 1982 und 1983). Die Inkubation der aufgereinigten PBMCs 
mit 10 ng/ml IL-2 erfolgte über insgesamt sechs Tage. Nach drei Tagen wurde ein 
Medienwechsel (RPMI-Komplettmedium) vorgenommen, d. h. die Zellsuspension 
wurde in 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und für 10 min bei 500 x g zentrifugiert. 
Das Pellet wurde in RPMI 1640-Komplettmedium resuspendiert, die Zellsuspension 
erneut auf ca. 1,5 Mio. Zellen/ml eingestellt und mit frischem IL-2 (10 ng/ml) versetzt. 
Nach 6-tägiger Inkubation mit IL-2 wurden die LAK-Zellen für den Adhäsions- bzw. 
Zytotoxizitätsassay verwendet.  
In Zusammenhang der Vorversuche wurden auch andere IL-2-Inkubationszeiten (fünf 
und acht Tage) getestet. Letztendlich stellte sich eine 6-tägige Inkubationszeit als für 
den Ablauf der Versuche am geeignetsten heraus. 
 
2.2.2.4 Behandlung der LAK-Zellen mit CBD 
Um einen möglichen Einfluss von CBD auf die LAK-Zellen, insbesondere auf deren 
zytotoxische Aktivität, zu untersuchen, wurde für einige Versuche jeweils ein Teil der 
LAK-Zellen zusätzlich zu IL-2 mit CBD bzw. der entsprechenden Vehikelkontrolle 
(0,1 % Ethanol) inkubiert. Die CBD-Konzentration (3 µM) und Inkubationszeit mit dem 
Stimulans (48 h) entsprachen den Bedingungen für die Tumorzellen. Neben dem 
Einfluss von CBD auf die zytotoxische Aktivität wurde auch dessen Wirkung auf die 
Vitalität der LAK-Zellen mittels Trypanblaufärbung und Zellzahlbestimmung (2.2.2.3) 
und auf die LFA-1-Proteinexpression durch die LAK-Zellen bestimmt. Ein Teil der LAK-
Zellen wurde demnach 48 h vor dem Zytotoxizitätsassay (am vierten Tag der IL-2-
Inkubation) entweder mit 3 µM CBD oder der Vehikelkontrolle versetzt. Für den 
Zytotoxizitätsassay wurden dann die unbehandelten, die mit Vehikel und mit CBD 
behandelten Zellen verwendet. Die jeweils übrig gebliebenen Zellen wurden der 
Proteinisolation (2.2.5) unterzogen. Um einen mögliche Beeinflussung der Vitalität der 
LAK-Zellen zu ermitteln, wurde die am dritten Tag der IL-2-Inkubation bestimmte 
Zellzahl (siehe 2.2.2.3) als 100 % angenommen. Die am sechsten Tag für den 
Zytotoxizitätsassay bestimmte LAK-Zellzahl diente dann der prozentualen Berechnung 
dafür, wieviel der anfänglich 100 % LAK-Zellen nach der jeweiligen Behandlung noch 
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vorhanden waren. So konnte ein Vergleich der Zellzahlabnahme von unbehandelten, 
vehikel- und CBD-stimulierten LAK-Zellen erfolgen. 
 
2.2.3 Adhäsions- und Zytotoxizitätsassay 
2.2.3.1 Allgemeine Bestimmungen 
Zur Bestimmung der Adhäsion von LAK-Zellen an Tumorzellen und der LAK-Zell-
vermittelten Lyse der Tumorzellen wurde der Farbstoff Calcein-AM (Calcein-
AcetoxyMethylester) verwendet. Calcein-AM, das nicht fluoresziert, ist hydrophob und 
kann aus diesem Grund leicht durch intakte Zellmembranen diffundieren. Im Zell-
inneren werden die Acetoxymethylestergruppen dann durch intrazelluläre Esterasen 
abgespalten, wodurch ein fluoreszierendes, hydrophiles Molekül, das Calcein, entsteht 
(Abb. 2-2). Durch seine Hydrophilie verbleibt Calcein im Zytoplasma von Zellen mit 
intakter Zellmembran. Da es sich bei Calcein-AM bzw. Calcein um lichtempfindliche 
Moleküle handelt, wurden die Arbeiten mit diesem Farbstoff im Dunkeln, d. h. ohne 

































                             Calcein-AM  
           hydrophob, nicht fluoreszierend 
                    Calcein 
                        hydrophil, stark fluoreszierend 
Abb. 2-2: Spaltung von Calcein-AM durch Esterasen 
 
Beim Adhäsionsassay wurden die LAK-Zellen mit Calcein-AM gefärbt, so konnte die 
Adhäsion der fluoreszierenden LAK- an die mit Vehikel oder CBD behandelten Tumor-
zellen durch Fluoreszenzmessung bestimmt werden (2.2.3.2). Im Gegensatz dazu 
wurden beim Zytotoxizitätsassay die Tumorzellen angefärbt und letztendlich die 
Fluoreszenz des Kulturüberstandes nach 6-stündiger Coinkubation mit den LAK-Zellen 
ermittelt (2.2.3.3). Die Einstellungen für die Fluoreszenzmessung am Tecan 
Infinite® 200 Pro Plattenreader (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) sind in   
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Tab. 2-2: Einstellungen für die Fluoreszenzmessungen 
Gerät infinite 200Pro 
Programm Tecan i-control 
Modus Fluoreszenzmessung von oben 
Schütteln (Linear) Dauer, Amplitude 15 s, 1 mm 
Exzitationswellenlänge 485 nm 
Emissionswellenlänge 535 nm 
Exzitationsbandbreite 20 nm 
Emissionsbandbreite 25 nm 
Verstärkung 25 (Manuell) 
Anzahl der Blitze 2 
Integrationszeit 20 µs 
Verzögerungszeit 0 µs 
Ruhezeit 0 ms 
Spiegel (Automatisch) Dichroisch 510 
 
2.2.3.2 Adhäsion 
Die Aussaat und Stimulation der Tumorzellen für den Adhäsionsassay erfolgte wie 
unter 2.2.1.5 beschrieben. Dabei wurden 10.000 Tumorzellen/Well in 96-Well-Platten 
ausgesät und anschließend für 48 h mit Vehikel und CBD behandelt. Vor der 
Coinkubation mit den LAK-Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 
PBS gewaschen. 
Die LAK-Zellsuspension wurde aus den Kulturflaschen in 50 ml-Zentrifugenröhrchen 
überführt, 40 µl für die Zellzahlbestimmung (2.2.1.3) abgenommen, die Suspension 
dann für 10 min bei 500 x g zentrifugiert und das Pellet in serumfreiem RPMI 1640 mit 
5 Mio. Zellen/ml resuspendiert. Die benötigte Anzahl von Zellen wurde dann in einer 
24-well-Platte für 30 min mit 5 µM Calcein-AM gefärbt (37 °C, 5 % CO2). Im Anschluss 
an die Färbung wurden die Zellen wieder in ein 50 ml-Röhrchen überführt und 
zentrifugiert (500 x g, 10 min). Anschließend wurden die gefärbten Zellen zweimal mit 
PBS gewaschen, d. h. das Pellet wurde jeweils in PBS resuspendiert und die Suspen-
sion dann einer Zentrifugation (500 x g, 10 min) unterzogen. Nach dem Waschen 
wurden die LAK-Zellen mit serumfreiem RPMI 1640 auf eine Dichte von 0,4 Mio. 
Zellen/ml eingestellt. Für die nachfolgende Cokultivierung mit den stimulierten Tumor-
zellen wurden 100 µl der hergestellten LAK-Zellsuspension auf die Tumorzellen 
pipettiert, so dass sich pro Well letztlich 40.000 LAK-Zellen befanden. Die Coinkubation 
von LAK- (Effektorzellen = E) mit Tumorzellen (Zielzellen = Z) erfolgte also in einem 
Verhältnis von E:Z = 4:1. Nach einer einstündigen Coinkubation wurde der Überstand 
abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen, um die nicht an die 
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Tumorzellen adhärierten LAK-Zellen zu entfernen. Die in den Wells verbliebenen 
Zellen wurden dann mit serumfreiem RPMI 1640, das 2 % (v/v) Triton® X-100 enthielt, 
für 20 min lysiert und anschließend die Fluoreszenz bei 535 nm mit dem Tecan 
Infinite® 200 Pro Plattenreader gemessen. Parallel zum Adhäsionsassay wurde die 
Viabilität der Tumorzellen bei gleichen Bedingungen unter Verwendung des WST-1-
Reagenzes bestimmt (siehe 2.2.4). Die Adhäsion wurde dann durch Normalisierung 
auf die Viabilität der Tumorzellen nach folgender Formel berechnet: % Adhäsion = 
Fluoreszenz von adhärierten LAK-Zellen / Viabilität der Tumorzellen. Die Vehikel-
kontrolle wurde dabei als 100 % definiert und Veränderungen der LAK-Zell-Tumorzell-
Adhäsion auf diese bezogen. Erforderliche Blankwerte wurden mitgeführt und von den 
Fluoreszenzmesswerten abgezogen. Vor der Berechnung der Adhäsion wurden die 
Rohdaten mittels Nalimov-Test analysiert und entsprechend ermittelte Ausreißer aus 
den Daten entfernt.  
Präinkubation der Tumorzellen mit Antikörper 
Um die Rolle von ICAM-1 bei der Adhäsion von LAK- an Tumorzellen zu bestimmen, 
wurden Versuche mit einen neutralisierendem ICAM-1-Antikörper durchgeführt. Die 
Tumorzellen wurden dafür nach der 48-stündigen Vehikel- bzw. CBD-Stimulation für 
3 h mit 1 µg/ml ICAM-1- oder Isotype Control-Antikörper (Mouse IgG1 Antibody) in 
serumfreiem DMEM inkubiert. Das Medium wurde dann vor Zugabe der gefärbten 
LAK-Zellen abgesaugt, die Zellen aber nicht mit PBS gewaschen. 
Versuche zu Optimierung des Adhäsionsassays 
Zur Etablierung des Adhäsionsassays wurden zu Beginn unterschiedliche Parameter 
untersucht. Dabei wurde die Tumorzellzahl variiert, so wurden Zellzahlen von 5.000 bis 
50.000 Zellen/Well und die E:Z-Verhältnisse 4:1 und 8:1 getestet. Des Weiteren 
wurden Experimente mit PBMCs durchgeführt, d. h. direkt am Tag nach der 
Aufreinigung des Buffy Coats (ohne IL-2-Inkubation). Außerdem wurden Adhäsions-
versuche mit LAK-Zellen, die unterschiedlich lange mit IL-2 behandelt wurden (fünf, 
sechs und acht Tage) durchgeführt. Eine weitere untersuchte Komponente war die 
Inkubationszeit der Tumorzellen mit CBD. So erfolgte ebenfalls eine Durchführung von 
Versuchen mit Tumorzellen, die über 24 h oder 72 h stimuliert wurden. Bezüglich der 
Experimente mit dem ICAM-1-Antikörper wurden verschiedene Konzentrationen im 
Bereich von 1 ng/ml und 10 µg/ml getestet. 
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2.2.3.3 Zytotoxizität 
Die LAK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen wurde mit Hilfe des Calcein-Release-
Assays untersucht, wobei die Tumorzellen mit Calcein-AM gefärbt wurden. Das Prinzip 
dieses Assays beruht darauf, dass durch Coinkubation von stimulierten Tumorzellen 
mit LAK-Zellen eine größere Menge des Calcein-Farbstoffs in den Kulturüberstand 
freigesetzt wird, als durch Tumorzellen, die nicht den LAK-Zellen ausgesetzt sind. 
Die Aussaat und Stimulation der Tumorzellen für den Zytotoxizitätsassay erfolgte wie 
unter 2.2.1.5 beschrieben. Dabei wurden 5.000 oder 10.000 Tumorzellen/Well in       
96-Well-Platten ausgesät, anschließend mit Vehikel und Testsubstanz stimuliert und 
für 48 h inkubiert. Vor der Coinkubation mit den LAK-Zellen wurde das Medium abge-
saugt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschließend mit 5 µM Calcein-AM 
in serumfreiem DMEM für 30 min im Inkubator (37 °C, 5 % CO2) gefärbt. Dann wurden 
die Tumorzellen zweimal mit PBS gewaschen, um das nicht aufgenommene Calcein-
AM zu entfernen. 
Die LAK-Zellsuspension wurde wie beim Adhäsionsassay aus den Kulturflaschen in 
50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt, es wurden 40 µl für die Zellzahlbestimmung 
(2.2.1.3) abgenommen, die Suspension dann für 10 min bei 500 x g zentrifugiert und 
das Pellet in serumfreiem RPMI 1640 mit 5 Mio. Zellen/ml resuspendiert. Im Anschluss 
daran wurden die jeweils für den Assay benötigten LAK-Zellsuspensionen für das 
entsprechende E:Z-Verhältnis (s. u.) hergestellt und 100 µl pro Well auf die Tumor-
zellen pipettiert. Für die spontane Abgabe von Calcein durch die Tumorzellen, d. h. 
ohne Einwirkung der LAK-Zellen, wurden 100 µl serumfreies RPMI 1640 pro Well auf 
die Tumorzellen gegeben. Nach einer Coinkubation (37 °C, 5 % CO2) von 6 h wurde 
der Zytotoxizitätsassay gestoppt, indem die Überstände abgenommen und in unbe-
handelte Wells überführt wurden. Die in den Wells verbliebenen Tumorzellen wurden 
für 20 min mit 2 % (v/v) Triton® X-100 in serumfreiem RPMI 1640 lysiert. Anschließend 
wurde die Fluoreszenz bei 535 nm mit dem Tecan Infinite® 200 Pro Plattenreader 
gemessen. Die maximale Abgabe von Calcein wurde aus der Fluoreszenz der 
spontanen Calcein-Abgabe oder der Calcein-Abgabe in Anwesenheit der LAK-Zellen 
und der Fluoreszenz der lysierten Tumorzellen in den jeweils dazugehörigen Wells 
berechnet. Die spezifische Lyse in % wurde dann nach folgender Formel ermittelt: 
% spezifische Lyse = (Fluoreszenz der Überstände aus Wells mit LAK-Zellen - 
Fluoreszenz der spontanen Calcein-Abgabe) / (Fluoreszenz der maximalen Calcein-
Abgabe - Fluoreszenz der spontanen Calcein-Abgabe) (Melis et al., 1996; Lefor und 
Fabian, 1998; Massi et al., 2000; Fiore et al., 2002). Erforderliche Blankwerte wurden 
mitgeführt und von den Fluoreszenzmesswerten abgezogen. Vor der Berechnung der 
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spezifischen Lyse wurden die Rohdaten mittels Nalimov-Test analysiert und 
entsprechend ermittelte Ausreißer aus den Daten entfernt.  
Für die Versuch mit den unterschiedlichen E:Z-Verhältnissen wurden LAK-Zellsus-
pensionen von 0,05–2 Mio. Zellen/ml je nach Tumorzellzahl benötigt. Diese Versuche 
wurden mit folgenden E:Z-Verhältnissen durchgeführt: 1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 10:1 und 20:1. 
Für alle anderen Experimente (Antikörper, siRNA, Rezeptorantagonisten, CBD-behan-
delte LAK-Zellen) wurde ein Verhältnis von E:Z = 4:1 oder E:Z = 8:1 (z. T. siRNA-
Versuche mit H460-Zellen), was einer LAK-Zellzahl von 40.000 Zellen/Well entsprach, 
verwendet. Die Transfektion von Tumorzellen mit siRNA ist unter 2.2.1.6 und die 
Behandlung mit Rezeptorantagonisten unter 2.2.1.5 beschrieben. 
Präinkubation der Zellen mit Antikörper 
Auch beim Zytotoxizitätsassay wurden analog zum Adhäsionsassay Versuche mit 
einem gegen ICAM-1 gerichteten Antikörper zur Untersuchung der Rolle von ICAM-1 
durchgeführt. Dazu wurden die stimulierten Tumorzellen vor dem Beginn der 
Cokultivierung mit LAK-Zellen für 2 h mit 1 µg/ml ICAM-1- oder Isotype Control-
Antikörper in serumfreiem DMEM inkubiert. Auch hier wurde das Medium mit dem 
entsprechenden Antikörper abgesaugt und der Assay ohne ein Waschen der 
Tumorzellen gestartet. Zur Bestimmung der optimalen ICAM-1-Antikörperkonzentration 
wurden zunächst Versuche mit Antikörperkonzentrationen von 1 ng/ml bis zu 1 µg/ml 
durchgeführt. Zur Untersuchung der Rolle von LFA-1, dem wichtigstem Bindungs-
partner von ICAM-1, erfolgten Experimente, bei denen die LAK-Zellen vor der 
Coinkubation mit den Tumorzellen für 2 h mit 1 µg/ml CD11a- (bindet an α-Kette von 
LFA-1) bzw. Isotype Control-Antikörper inkubiert wurden. Bei diesem Versuchsaufbau 
befanden sich während der 6-stündigen Coinkubation neben den LAK-Zellen auch die 
entsprechenden Antikörper im Medium. Dementsprechend wurde für die spontane 
Calcein-Abgabe Medium verwendet, das mit den Antikörpern versetzt war. Mit dem 
CD11a-Antikörper wurden in Vorversuchen ebenfalls unterschiedliche Konzentrationen 
(1 µg/ml und 5 µg/ml) getestet. 
 
2.2.4 WST-1-Test 
Das Tetrazoliumsalz WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzene disulfonat), welches eine leicht rote Farbe zeigt, dient der Bestimmung der 
Viabilität von Zellen. Dabei wird WST-1 mit Hilfe von NADH, welches aus dem 
mitochondrialen Tricarbonsäurezyklus stammt, reduziert. Die Reduktion des Moleküls 
erfolgt extrazellulär mittels Elektronentransport über die Zellmembran von NADH auf 
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WST-1 (Berridge et al., 2005), wodurch das dunkelrot erscheinende Formazan entsteht 






























                WST-1 
               leicht rot 
                                Formazan 
                               dunkelrot 
Abb. 2-3: Reduktion des Tetrazoliumsalzes WST-1 zu Formazan 
 
Die Bestimmung der Viabilität der Tumorzellen erfolgte parallel zum Adhäsions- bzw. 
Zytotoxizitätsassay. Die Tumorzellen wurden dabei der entsprechend gleichen 
Prozedur (Waschschritte usw., siehe 2.2.3) unterzogen. Dementsprechend war der 
Kulturüberstand bei der WST-1-Zugabe serumfreies RPMI 1640 (100 µl). Zur Viabili-
tätsbestimmung wurden 10 µl des WST-1-Reagenzes in jedes Well pipettiert, leicht 
geschüttelt und die Zellen dann bei 37 °C inkubiert. Pro Platte wurde jeweils ein 
Blankwert mitgeführt (Medium ohne Tumorzellen), der dann von den Messwerten 
abgezogen wurde. Der Farbumschlag wurde beobachtet und es erfolgte innerhalb von 
30 min nach WST-1-Zugabe die Messung der Absorption bei 450 nm am ELISA-
Plattenreader (A. Sternkopf GmbH, Lübeck) bei einer Referenzwellenlänge von 
690 nm. Für die Berechnung des Einflusses der Testsubstanzen auf die Tumorzell-
viabilität wurde die Vehikelkontrolle als 100 % definiert und Messwerte der mit 
Testsubstanz behandelten Tumorzellen auf diese bezogen. Vor der Berechnung der 
Viabilität wurden die Rohdaten mittels Nalimov-Test analysiert und entsprechend 
ermittelte Ausreißer aus den Daten entfernt. 
 
2.2.5 Isolation von Proteinen aus Zellen 
Die Isolation von Proteinen aus den Zellen diente der anschließenden SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und der Darstellung und Quantifizierung der 
Proteine mittels Western Blot. 
Die Tumor- und BEAS-2B-Zellen wurden, wie unter 2.2.1.5, und die Monozyten,       
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Testsubstanzen inkubiert. Für die Ernte der Zellen mit anschließender Proteinisolation 
wurde zunächst das Medium abgesaugt, die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und auf 
Eis gestellt. Die dann folgenden Arbeiten wurden alle auf Eis durchgeführt. Die Lyse 
der Zellen erfolgte in 80 µl Lysispuffer, der in jedes Well auf die Zellen pipettiert wurde. 
Kurz vor Verwendung des Lysispuffers wurde dieser mit Protease- und Phosphatase-
inhibitoren versetzt (s. u.). Mit einem Gummischaber wurden die Zellen von den Platten 
gelöst und das Zell-Lysispuffer-Gemisch in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt. Die Lyse 
der LAK-Zellen erfolgte mit den nach dem Zytotoxizitätsassay übrig gebliebenen Zellen 
(unbehandelt, mit Vehikel oder CBD stimuliert, 2.2.2.4). Diese Suspensionszellen 
wurden mittels Zentrifugation (10 min, 500 x g) mit PBS gewaschen und das Pellet 
dann in Lysispuffer resuspendiert. Die Zell-Lysispuffer-Gemische wurden für 
mindestens 30 min auf Eis inkubiert und zwischendurch immer wieder gevortext. 
Anschließend wurde das Gemisch aus lysierten Zellen und Lysispuffer für 5 min bei 
10.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet, 
welches aus Zellfragmenten besteht, verworfen. Von den Überständen wurden je 5 µl, 
die der anschließenden Proteinbestimmung dienten, abgenommen. Die Proben wurden 
bei -20 °C gelagert. 
Lysispuffer (pH 7,4): 50 mM   Hepes 
150 mM  NaCl 
   1 % (v/v) Triton
®
 X-100 
   1 mM   EDTA 
   10 % (v/v) Glycerin 
 pH mit NaOH auf 7,4 einstellen 
Lysispuffer mit Protease- und Phosphataseinhibitoren:  
1 ml  Lysispuffer (pH 7,4) 
   2 µl  Leupeptin (0,5 mg/ml-Stammlösung) 
10 µl  PMSF (100 mM-Stammlösung)) 
10 µl  Orthovanadat (100 mM-Stammlösung) 
5,2 µl  Aprotinin (1,9 mg/ml-Stammlösung) 
 
2.2.6 Proteinbestimmung 
Die Proteinbestimmung erfolgte unter Verwendung des PierceTM BCA (Bicinchoninic 
Acid) Protein Assay Kits mit den aus der Zelllyse gewonnenen Proteinen (2.2.5). 
Zunächst wurden dazu die für die Bestimmung abgenommen 5 µl der Proben 1:10 mit 
Aqua ad iniectabilia verdünnt. Für die Herstellung der Eichreihe wurde der im Kit 
enthaltene Albumin-Standard verwendet. Aus der Stammlösung von 2 mg/ml Albumin-
Standard wurde mit Aqua ad iniectabilia zunächst eine Stammlösung von 1 mg/ml 
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hergestellt, die dann für die Herstellung der Verdünnungsreihe verwendet wurde 
(Tab. 2-3). 
Tab. 2-3: Pipettierschema zur Erstellung der Eichreihen für die Proteinbestimmung 
BSA (µg/ml) 0 0,02 0,04 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 
µl BSA (1 µg/µl) 0 10 10 10 10 20 30 40 20 
µl Aqua ad iniectabilia 20 490 240 90 40 30 20 10 0 
 
Für die Proteinbestimmung wurden die Eichreihe und die verdünnten Lysate auf eine 
96-Well-Platte pipettiert, wobei 10 µl der Eichreihe doppelt und 10 µl der verdünnten 
Lysate dreifach aufgetragen wurden. Anschließend wurden 200 µl des Working 
Reagents, welches zu 50 Teilen aus Reagent A und zu einem Teil aus Reagent B 
bestand, in jedes Well gegeben und kurz geschüttelt. Die 96-Well-Platte wurde dann 
30 min bei 37 °C inkubiert und im Anschluss die Absorption am Plattenreader 
(A. Sternkopf GmbH, Lübeck) bei 570 nm bestimmt. Unter Einbeziehung des 
Verdünnungsfaktors konnte dann die Proteinmenge in µg/µl berechnet werden. 
 
2.2.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970) 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von 
Proteinen nach ihrer Molekülmasse. Bei SDS (sodium dodecyl sulfate = Natrium-
dodecylsulfat) handelt sich um ein anionisches Detergenz, welches die Eigenladung 
von Proteinen überdeckt, so dass Mizellen mit konstanter negativer Ladung pro 
Masseneinheit entstehen, mit ca. 1,4 g SDS pro g Protein (Lottspeich und Engels, 
2006). Durch die negative Ladung wandern dann alle Proteine im elektrischen Feld in 
Richtung Anode und das Proteingemisch wird nur aufgrund der Molekülmasse der 
enthaltenen Proteine aufgetrennt. 
Die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte mit dem Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra 
Cell System (Bio-Rad, München). Für die Gelelektrophorese wurden 10 %ige SDS-
Gele von 1 mm oder 1,5 mm Dicke verwendet (Tab. 2-4) und in der Regel 40 µg 
Protein pro Tasche aufgetragen. Mit Hilfe der aus der Proteinbestimmung erhaltenen 
Werte wurde das einzusetzende Volumen der Proben errechnet. Dieses wurde mit 
Aqua ad iniectabilia auf ein Volumen von 20 µl (1 mm-Gele) bzw. 40 µl (1,5 mm-Gele) 
aufgefüllt und im Verhältnis von 5:1 mit 5 x Laemmli-Puffer versetzt. Die Ansätze 
wurden dann für 10 min bei 95 °C denaturiert, anschließend auf Eis abgekühlt und auf 
die vorbereiteten Gele aufgetragen. Zusätzlich wurde als Proteinmarker der Prestained 
SDS-PAGE Standard (Broad Range) aufgetragen, um die aufgetrennten Proteine 
anhand ihrer Größe identifizieren zu können. Der Gellauf erfolgte mit 1 x Laufpuffer 
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(10 x Laufpuffer 1:10 verdünnt mit Aqua dest.) bei 15 mA pro Gel, wobei die Strom-
stärke auf 25 mA pro Gel erhöht wurde, nachdem die Lauffront die Grenze zwischen 
Sammel- und Trenngel erreicht hatte. Sobald die Lauffront am Ende des Gels austrat, 
wurde der Gellauf gestoppt und die Gele für den Western Blot verwendet. 
10 x Laufpuffer:  250 mM Tris Ultrapure  
   1920 mM  Glycin   
   1 % (w/v)  SDS   
   (keine pH-Einstellung) 
5 x Laemmli-Puffer: 2 ml  0,625 M Tris HCl, pH 6,8 (einstellen mit NaOH) 
   1 g  SDS 
   5 ml  Glycerin (wasserfrei)  
   0,5 ml  β-Mercaptoethanol 
   0,5 ml  Bromphenolblau (1 % in EtOH)    
     auffüllen  auf 10 ml mit Aqua ad iniectabilia 
 
Tab. 2-4: Ansätze für zwei 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele 
 
Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %) 
1 mm 1,5 mm 1 mm 1,5 mm 
Aqua ad iniectabilia 4,05 ml 6,075 ml 3,05 ml 4,575 ml 
0,5 M Tris HCl, pH 6,8 - - 1,25 ml 1,875 ml 
1,5 M Tris HCl, pH 8,8 2,5 ml 3,25 ml - - 
10 % (w/v) SDS 100 µl 150 µl 50 µl 75 µl 
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %; w/v) 3,3 ml 4,95 ml 0,65 ml 0,975 ml 
10 % (w/v) APS 50 µl 75 µl 25 µl 37,5 µl 
Temed 5 µl 7,5 µl 2,5 µl 7,5 µl 
 
2.2.8 Western Blot 
Mit Hilfe des Western Blots wurden die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine 
auf eine Nitrozellulosemembran übertragen, so dass anschließend der immunologische 
Nachweis der Proteine erfolgen konnte. 
Der Western Blot wurde direkt im Anschluss an die SDS-PAGE unter Verwendung des 
Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell Systems (Bio-Rad, München) durch-
geführt. Der Zusammenbau der Blot-Anlage erfolgte in einer mit 1 x Transferpuffer 
gefüllten Wanne nach folgendem Schema: zwei Schwämme, Filterpapier, SDS-Gel, 
Nitrozellulosemembran, Filterpapier, zwei Schwämme. Während des Western Blots 
war das Gel auf Seiten der Kathode und die Membran auf Seiten der Anode, so dass 
die negativ geladenen Proteine in Richtung positiven Pol auf die Membran wandern. 
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Der Blotvorgang wurde über 2 h bei einer Stromstärke von 200 mA pro Gel mit 
1 x Transferpuffer und unter Verwendung von Kühlakkus durchgeführt. 
10 x Transferpuffer: 250 mM  Tris Ultrapure 
   1920 mM  Glycin   
   0,5 %   SDS   
   (keine pH-Einstellung) 
1 x Transferpuffer (Gebrauchslösung) 
100 ml   10 x Transferpuffer  
700 ml   Aqua dest.  
200 ml   Methanol 
 
2.2.9 Immunologischer Nachweis der Proteine (Chemilumineszenz) 
Nachdem die Proteine mittels Western Blot auf die Nitrozellulosemembran transferiert 
wurden, wurden die Membranen in 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und kurz mit 
1 x TBS-T (ca. 5 ml) gewaschen. Anschließend wurden die Membranen mit 5 %igem 
Milchpulver für 1 h bei Raumtemperatur auf einem Rollmixer inkubiert, um unspezi-
fische Proteinbindestellen zu blockieren. Dann wurden die Membranen 2 x 10 min und 
2 x 5 min mit 1 x TBS-T gewaschen. Anschließend wurden die Membranen mit dem 
Primärantikörper, der gegen ICAM-1, LFA-1 oder β-Aktin gerichtet war, in 1 %igem 
Milchpulver (3–5 ml 1 x TBS-T mit 1 % Milchpulver) über Nacht bei 4 °C auf dem 
Rollmixer inkubiert. Alternativ konnte auch für mindestens 1 h bei Raumtemperatur 
gerollt werden. Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen dann zunächst mit 
1 x TBS-T für 2 x 10 min und 2 x 5 min gewaschen und dann mit dem Sekundär-
antikörper (Anti-Mouse IgG) in 1 %igem Milchpulver für 1 h bei Raumtemperatur 
gerollt, in dieser Zeit bindet der Sekundär- an den Primärantikörper. Bis auf den          
β-Aktin-Antikörper, der in einer 1:10000-Verdünnung genutzt wurde, wurden alle 
anderen verwendeten Antikörper 1:1000 angesetzt. Die Membranen wurden nach der 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper dann wieder, wie angegeben, mit 1 x TBS-T 
gewaschen und es erfolgte die Immundetektion.  
Da der Sekundärantikörper mit einer Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist, lässt sich 
unter Verwendung eines chemilumineszenten Substrates ein Lichtsignal erzeugen. Die 
Zusammensetzung der für die Chemilumineszenzreaktion verwendeten Lösungen ist in 
Tab. 2-5 zusammengestellt. Für die Proteindetektion wurden Lösung I und Lösung II 
vorher in einem Verhältnis von 1:1 gemischt und auf Raumtemperatur erwärmt. Dieses 
Gemisch wurde dann gleichmäßig auf der Membranen verteilt und das entstehende 
Lichtsignal am Molecular Imager® ChemiDocTM XRS (Bio-Rad, München) detektiert. 
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Zusätzlich zu dem Chemilumineszenznachweis wurde ein Foto (ein sogenanntes Epi-
Bild) unter Belichtung der Membran gemacht, auf dem der Größenstandard für die 
Abschätzung der Proteingröße zu sehen ist (Abb. 2-4, Beispiel eines Epi-Bildes und 
des dazugehörigen Chemilumineszenzbildes). Mit Hilfe der Quantity One® 1-D Analysis 
Software (Bio-Rad, München) konnten dann im Anschluss die einzelnen Proteinbanden 
quantifiziert werden. 
10 x TBS, pH 7,5: 1 M  Tris Ultrapure 
   1,5 M  NaCl 
    pH mit HCl auf 7,5 einstellen 
1 x TBS-T:  100 ml   10 x TBS 
   900 ml  Aqua dest. 




Tab. 2-5: Zusammensetzung der Chemilumineszenzlösung (Lösung I und II) 







50 ml Lösung 
Lösung I 
Luminol  250 mM 2,5 mM 500 µl 
p-Cumarinsäure 90 mM 400 µM 220 µl 
Tris HCl, pH 8,5 1 M 100 mM 5 ml 
 auf 50 ml mit Aqua ad iniectabilia auffüllen 
Lösung II 
H2O2 30 % 0,18 % 300 µl 
Tris HCl, pH 8,5 1 M 100 mM 5 ml 






Abb. 2-4: Proteinmarker und Chemilumineszenz bei ICAM-1-Nachweis (Beispiel)  
Das Protein ICAM-1 hat eine Molekülmasse von etwa 90 kDa und liegt somit zwischen den Markerbanden 
von rund 78 und 117 kDa. 
 
~ 19 kDA  
~ 37 kDA  
~ 204 kDA  
~ 117 kDA  
~ 78 kDA  
~ 52 kDA  
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2.2.10 Strippen und Aufbewahrung von Membranen  
In der Regel wurde auf einer Membran mehr als ein Protein detektiert. Insofern war es 
nach einer erfolgten Proteindetektion notwendig, die auf der Membran befindlichen 
Antikörper zu entfernen. Dafür wurden die Membranen in 50 ml-Zentrifugenröhrchen 
2 x 10 min mit etwa 5 ml 1 x Glycin-Stripp-Puffer (5 x Glycin-Stripp-Puffer 1:5 verdünnt 
mit Aqua dest.) auf dem Rollmixer inkubiert und anschließend 5 min mit 1 x TBS-T 
gewaschen. Sollte ein weiteres Protein detektiert werden, dann wurde die Prozedur 
unter 2.2.9 wiederholt. Wenn kein weiteres Protein nachgewiesen werden sollte, dann 
wurden die Membranen 2 x 20 min mit Aqua dest. gewaschen, anschließend ge-
trocknet und in einer Folie bei 4 °C gelagert. So war es möglich, auch zu einem 
späteren Zeitpunkt noch Proteine auf der Membran zu detektieren, indem diese 
reaktiviert wurden. Die Reaktivierung von getrockneten Membranen erfolgte unter 
Rollen mit Aqua dest. für 10–20 min. Anschließend wurden die Membranen für 5 min 
mit 1 x TBS-T gerollt und dann mit 5 %igem Milchpulver blockiert und die Behandlung 
wie unter 2.2.9 fortgeführt. 
5 x Glycin-Stripp-Puffer, pH 2,5: 1 M Glycin 
     2,5 M  NaCl 
      pH mit HCl auf 2,5 einstellen 
 
2.2.11 Statistik 
Die statistische Analyse von Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5.04 
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Die Vergleiche zwischen den Gruppen 
wurden mit dem Student´s two-tailed t-Test oder dem one-way ANOVA plus post 
Bonferroni-Test oder Dunnett-Test durchgeführt. Ergebnisse wurden bei Werten von 
P < 0,05 als statistisch signifikant erachtet. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Einfluss von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression in Tumorzellen 
Um die Wirkung von CBD auf die Proteinexpression von Tumorzellen zu untersuchen, 
wurden die beiden Lungentumorzelllinien A549 und H460 sowie Zellen aus einer 
Gehirnmetastase einer Lungenkrebspatientin (HROBML03) mit unterschiedlichen 
Konzentrationen (0,001–3 µM) dieses Cannabinoids behandelt. Im Fall der A549- und 
H460-Zellen konnte bereits eine durch CBD induzierte erhöhte Expression von ICAM-1 
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene gezeigt werden (Ramer et al., 2012). Im 
Rahmen dieser Arbeit konnten die Ergebnisse zur CBD-induzierten Hochregulation der 
ICAM-1-Proteinexpression in diesen beiden Zelllinien reproduziert werden. Zudem 
hatte die Stimulation der HROBML03-Zellen mit CBD ebenfalls einen Anstieg des 
ICAM-1-Proteinlevels in diesen Zellen zur Folge (Abb. 3-1). In allen drei Lungen-
tumorzellen resultierte die Stimulation mit 3 µM CBD in einem signifikanten Anstieg der 
ICAM-1-Proteinexpression. So war das ICAM-1-Proteinlevel in den A549-Zellen    
ca. 4-fach (424 ± 45 %) und in den H460- (769 ± 194 %) und HROBML03-Zellen 
(807 ± 148 %) etwa 8-fach erhöht. Eine Konzentration von 1 µM CBD bewirkte bei den 
A549- (306 ± 25 %) und den HROBML03-Zellen (285 ± 42 %) einen etwa 3-fachen 
Anstieg der ICAM-1-Proteinexpression im Vergleich zur Vehikelkontrolle, wohingegen 
bei den H460-Zellen (182 ± 31 %) nur ein geringer Anstieg zu beobachten war. Die 
niedrigen CBD-Konzentrationen von 0,001 bis 0,1 µM hatten nur einen moderaten bzw. 





Abb. 3-1: Einfluss von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression von Lungentumorzellen 
Die Tumorzellen A549 (A), H460 (B) und HROBML03 (C) wurden 48 h mit Vehikel und CBD (0,001–3 µM) 
inkubiert. Die Werte oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM (%-Angabe) der densitometrischen 
Analyse von n = 5 (A) oder n = 7 (B, C) Blots nach Normalisierung der ICAM-1-Expression auf β-Aktin. 
- ICAM-1 - ICAM-1 
- ICAM-1 




CBD 1 µM CBD 1 µM 
CBD 1 µM 
CBD 3 µM CBD 3 µM 
CBD 3 µM 
A549 H460 
HROBML03 
100          127        156        155         306         424 
 ± 9         ± 13       ± 13       ± 14        ± 25        ± 45 
  100        103          115        108         182         769 
 ± 16         ± 7         ± 11         ± 9        ± 31       ± 194 
  100         125         130         153         285         807 
 ± 14          ± 4        ± 11        ± 15        ± 42      ± 148 
CBD 0,001 µM CBD 0,001 µM 
CBD 0,001 µM 
CBD 0,01 µM CBD 0,01 µM 
CBD 0,01 µM 
CBD 0,1 µM CBD 0,1 µM 
CBD 0,1 µM 
C 
A B 
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3.2 Rolle von ICAM-1 bei der Adhäsion von LAK-Zellen an CBD-stimulierte 
Tumorzellen  
Eine wesentliche Funktion von ICAM-1 ist die Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten über 
Adhäsion, die u. a. eine wichtige Rolle bei der Interaktion von zytotoxischen Zellen mit 
ihren Zielzellen spielt (van de Stolpe und van der Saag, 1996). In diesem Zusammen-
hang wurde zunächst die Rolle des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 bei der Vermittlung der 
Adhäsion von LAK- an Tumorzellen, die mit CBD behandelt wurden, untersucht. Dafür 
wurde ein gegen ICAM-1 gerichteter neutralisierender Antikörper verwendet, mit dem 
die stimulierten Tumorzellen vor der Coinkubation mit LAK-Zellen präinkubiert wurden. 
In Abb. 3-2 sind die Ergebnisse dieser Blockierungsversuche dargestellt. Eine 
Behandlung der Lungentumorzellen mit CBD führte zu einer erhöhten Adhäsion von 
LAK-Zellen. Dabei hatte die Behandlung der drei verwendeten Tumorzellen mit 3 µM 
CBD (rechte Spalte) jeweils einen signifikanten Anstieg der an die Tumorzellen 
adhärierten LAK-Zellen zur Folge. So war die Adhäsion von LAK-Zellen an A549-Zellen 
im Vergleich zur Kontrolle 1,5-fach (150 ± 10 %), an H460-Zellen 3,3-fach (327 ± 22 %) 
und an HROBML03-Zellen 2-fach (205 ± 10 %) erhöht. Bei einer CBD-Konzentration 
von 1 µM (linke Spalte) konnte dagegen nur bei den H460- und HROBML03-Zellen 
eine erhöhte Adhäsion von LAK- an Tumorzellen gezeigt werden, mit einer LAK-Zell-
Adhäsion von 133 ± 6 % bei CBD-stimulierten H460- und von 135 ± 6 % bei CBD-
stimulierten HROBML03-Zellen im Vergleich zur entsprechenden Vehikelkontrolle von 
100 %. Die Behandlung der mit 3 µM CBD stimulierten Tumorzellen mit einem ICAM-1-
Antikörper resultierte in einer verringerten Adhäsion von LAK-Zellen. Demzufolge lag 
die Adhäsion von LAK- an A549-Zellen bei 125 ± 9 %, an H460-Zellen bei 218 ± 14 % 
und an HROBML03-Zellen bei 150 ± 10 %. Der Einsatz eines Isotype Control-
Antikörpers, der als Negativkontrolle diente, hatte keinen Effekt auf die CBD-induzierte 
Adhäsion zwischen LAK- und Tumorzellen (A549, 168 ± 15 %; H460, 282 ± 20 %; 
HROBML03, 214 ± 19 %).  
Da die Adhäsion unter Einbeziehung der Viabilität berechnet wurde, erfolgte parallel zu 
diesem Assay auch eine Bestimmung der Viabilität der Tumorzellen unter gleichen 
Bedingungen (48 h CBD, 3 h Antikörperinkubation; 2.2.4). Die Ergebnisse zum Einfluss 
von CBD und den verwendeten Antikörpern auf die Viabilität der Tumorzellen sind im 
Anhang in Tab. 8-1 aufgeführt. So hatte eine CBD-Konzentration von 1 µM keinen 
negativen Effekt auf die Viabilität aller drei Lungentumorzellen, sie bewegte sich um die 
100 %, also im Bereich der entsprechenden Vehikelkontrolle. Bei der Behandlung der 
Tumorzellen mit 3 µM CBD hingegen zeigte sich z. T. ein anderes Bild. So war kaum 
ein Effekt bei den HROBML03-Zellen (93 ± 2 %), eine geringe Viabilitätsabnahme bei 
den A549-Zellen (83 ± 6 %) und ein größerer Viabilitätsverlust bei den H460-Zellen 
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(59 ± 5 %) zu verzeichnen. Der ICAM-1-Antikörper wie auch der Isotype Control-



















































































































































































































































































































































































































































Abb. 3-2: Einfluss eines ICAM-1-Antikörpers auf die Adhäsion von LAK-Zellen an CBD-
stimulierte Tumorzellen  
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C) (10.000 Zellen/Well) wurden für 48 h mit Vehikel oder 
1 µM (linke Spalte) bzw. 3 µM CBD (rechte Spalte) stimuliert. Anschließend wurden die Tumorzellen 3 h 
mit einem ICAM-1- bzw. Isotype Control-Antikörper (1 µg/ml) inkubiert, bevor dann eine Coinkubation mit 
LAK-Zellen über 1 h erfolgte (E:Z = 4:1). In den Diagrammen sind die Mittelwerte ± SEM von n = 36 (A, 
8 Spender), n = 44 (B, 7 Spender) und n = 32 (C, 5 Spender) Wells dargestellt. *P < 0,05; **P < 0,01; 
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3.3 LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-stimulierten Tumorzellen 
Neben der Adhäsion wurde die LAK-Zell-vermittelte zytotoxische Lyse von CBD- im 
Vergleich zu vehikelbehandelten Tumorzellen untersucht. Dabei wurden in Vorver-
suchen zunächst unterschiedliche Tumorzellzahlen und Verhältnisse von Tumor- zu 
LAK-Zellen (3.3.1) getestet und diejenigen ausgewählt, die für nachfolgende Experi-
mente verwendet werden sollten. Anschließend wurden dann verschiedene Parameter, 
die bei der zytotoxischen Aktivität der LAK-Zellen gegenüber Tumorzellen eine 
Bedeutung haben könnten, untersucht. Dies beinhaltete den Einfluss von CBD auf die 
LAK-Zellen (3.3.2), die Rolle von ICAM-1 (3.3.3) und die Beteiligung von Rezeptoren 
(3.3.4) bei der ICAM-1-Hochregulation und der spezifischen Tumorzelllyse und bei 
Letzterem auch die Rolle von dem auf Leukozyten exprimierten LFA-1 (3.3.5). 
 
3.3.1 Unterschiedliche Tumorzellzahlen und Verhältnisse von LAK- zu 
Tumorzellen  
Zunächst wurden unterschiedliche Zellzahlen der verwendeten Tumorzellen und unter-
schiedliche Verhältnisse von LAK- (Effektorzellen = E) zu Tumorzellen (Zielzellen = Z) 
getestet. Dabei wurden die folgenden E:Z-Verhältnisse ausgewählt: 1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 
10:1 und 20:1. In Abb. 3-3 sind die Ergebnisse zu den Zytotoxizitätsversuchen mit 
5.000 und 10.000 Tumorzellen dargestellt. In Vorversuchen zur Wahl der Zellzahl 
wurden zudem auch Versuche mit 7.500 und 15.000 Tumorzellen und den oben 
aufgeführten E:Z-Verhältnissen durchgeführt. Die Lyse von vehikelbehandelten 
Tumorzellen ist als gestrichelte und die der CBD-behandelten als durchgezogene Linie 
dargestellt. Anhand der Diagramme lässt sich erkennen, dass die Lyse von CBD-
stimulierten im Vergleich zu der vehikelbehandelter Zellen im Allgemeinen erhöht war. 
Darüber hinaus nahm die spezifische Lyse der Tumorzellen mit steigender Anzahl von 
LAK-Zellen, d. h. mit höheren E:Z-Verhältnissen, zu. Bei diesen Zytotoxizitätsver-
suchen wurde neben der Konzentration von 3 µM CBD wie bei der Adhäsion auch 
1 µM CBD mitgeführt. Da die zytotoxische Lyse von mit 1 µM CBD behandelten 
Tumorzellen im Bereich der Lyse von vehikelbehandelten Zellen lag, ist diese in den 
Diagrammen nicht mit dargestellt.  
Diese Versuche galten in erster Linie als Vorversuche, um für nachfolgende Unter-
suchungen die entsprechenden Bedingungen auswählen zu können. Bei den A549-
Zellen kristallisierte sich die Verwendung von 10.000 Zellen für weitere Versuche 
heraus, wobei wie bei der Adhäsion ebenfalls das Verhältnis E:Z = 4:1 ausgewählt 
wurde. Das Gleiche galt auch für die HROBML03-Zellen, bei denen die Experimente 
mit 5.000 Zellen keine eindeutigen Ergebnisse hervorbrachten. Bei den H460-Zellen 
konnte sowohl mit 5.000 als auch mit 10.000 Zellen eine signifikant erhöhte Lyse von 
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CBD- gegenüber vehikelbehandelten Zellen beobachtet werden. Somit wurden die 
ersten anschließenden Experimente mit 5.000 Zellen und E:Z = 8:1 durchgeführt. Im 
Verlauf der Arbeit zeigte sich dann jedoch, dass die Behandlung der H460-Zellen mit 
3 µM CBD in einigen Versuchen zu einer z. T. sehr stark verringerten Viabilität der 
Zellen führte, die teilweise unter 20 % (vs. 100 % Vehikel) lag. Aufgrund dessen 
wurden die Bedingungen dann auf 10.000 Zellen und E:Z = 4:1 umgestellt, wie bei den 
Versuchen mit den A549- und HROBML03-Zellen. Demnach unterscheiden sich bei 
den H460-Zellen die Bedingungen für die Versuche mit ICAM-1 siRNA (Abb. 3-8, 3-13, 
3-14) und den unterschiedlichen Cannabinoiden (Abb. 3-12) von denen der restlichen 

































































































































































Abb. 3-3: LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-stimulierten Tumorzellen bei unter-
schiedlichen E:Z-Verhältnissen 
Die Versuche wurden mit 5.000 (A-C) oder 10.000 (D-F) Zellen der Lungentumorzellen A549 (A, D), H460 
(B, E) und HROBML03 (C, F) durchgeführt. Die Zellen wurden 48 h mit Vehikel (gestrichelte Linie) bzw. 
3 µM CBD (durchgezogene Linie) stimuliert und anschließend für 6 h mit unterschiedlichen LAK-Zellzahlen 
coinkubiert (E:Z = 1:1; 2:1; 4:1; 8:1; 10:1 und 20:1). Die Messpunkte sind als Mittelwerte ± SEM von n = 16 
(A, C, D, 4 Spender), n = 20 (B, 5 Spender) oder n = 24 (E, F, 6 Spender) Wells dargestellt. *P < 0,05; 
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Zusätzlich zu den Lungentumorzelllinien A549 und H460 und den Gehirnmetastasen-
zellen einer 47 Jahre alten Patientin mit NSCLC (HROBML03) standen auch Zellen 
aus einer Gehirnmetastase eines 67 Jahre alten Patienten mit NSCLC, hier als 
HROBML01 bezeichnet, zur Verfügung. Da diese Tumorzellen ein sehr langsames 
Wachstum aufwiesen und die Zellen nur in geringen Passagen verwendet werden 
konnten, waren nur wenige Versuche möglich. Die Ergebnisse zur Verwendung der 
Zellzahl von 5.000 HROBML01-Zellen und verschiedenen E:Z-Verhältnissen sind in 
Abb. 3-4 gezeigt. Auch hier war die zytotoxische Lyse der mit CBD behandelten 
HROBML01-Zellen im Vergleich zu der vehikelbehandelter Zellen erhöht und mit 
steigendem E:Z-Verhältnis nahm die Tumorzelllyse zu. Der Nachweis zur Hoch-
regulation der ICAM-1-Proteinexpression durch Behandlung der HROBML01-Zellen mit 




























Abb. 3-4: LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-stimulierten HROBML01-Zellen bei unter-
schiedlichen E:Z-Verhältnissen 
Die Versuche wurden mit 5.000 HROBML01-Zellen, die 48 h mit Vehikel (gestrichelte Linie) bzw. 3 µM 
CBD (durchgezogene Linie) stimuliert wurden, durchgeführt. Die anschließende 6-stündige Coinkubation 
erfolgte mit unterschiedlichen LAK-Zellzahlen (E:Z = 1:1; 2:1; 4:1; 8:1; 10:1 und 20:1). Die Messpunkte 
sind als Mittelwerte ± SEM von n = 8 (2 Spender) Wells dargestellt. *P < 0,05; **P < 0,01 vs. entspre-
chender Vehikelkontrolle; Student´s t-Test. 
 
3.3.2 Einfluss von CBD auf die LAK-Zellen 
Wie erwähnt, hatte die Behandlung von Tumorzellen mit CBD Einfluss auf die Protein-
expression von ICAM-1 (3.1) und damit einhergehend auf die Adhäsion von LAK-Zellen 
an Tumorzellen (3.2) und auf die Lyse der Tumor- durch LAK-Zellen (3.3.1). Dement-
sprechend wurde ebenfalls die Wirkung von CBD auf die LAK-Zellen untersucht. Dabei 
wurde eine mögliche Beeinflussung der LFA-1-Proteinexpression, der Vitalität und der 
zytotoxischen Aktivität der Zellen überprüft. 
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3.3.2.1 Vitalität und LFA-1-Expression 
Die Untersuchung des Einflusses von CBD auf die Vitalität der LAK-Zellen erfolgte 
über die Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblaufärbung (2.2.2.4). Durch die 
Inkubation der LAK-Zellen mit IL-2 kam es zu einer Abnahme der Zellzahl von 
anfänglichen 100 % lebende Zellen (dritter Tag IL-2) auf 65 ± 9 % (sechster Tag IL-2). 
Es waren also etwa ein Drittel weniger lebende Zellen vorhanden. Sowohl die 
zusätzliche Behandlung der LAK-Zellen mit Vehikel als auch mit CBD hatte keinen 
Einfluss auf die Vitalität der LAK-Zellen. So nahm die Zellzahl vom dritten zum 
sechsten Tag der IL-2-Behandlung durch Stimulation mit dem Vehikel auf 71 ± 6 % und 
bei Stimulation mit CBD auf 74 ± 7 % lebende Zellen ab. Es zeigten sich also keine 
signifikanten Unterschiede zwischen der Zellzahlabnahme unbehandelter, vehikel- 
oder CBD-behandelter LAK-Zellen. Bezüglich toter Zellen (blau gefärbt) in den 
jeweiligen Zellsuspensionen waren ebenfalls keine Unterschiede zu beobachten. Der 
Anteil toter Zellen lag immer unterhalb von 0,05 Mio. Zellen/ml. Die Bestimmung der 
Abnahme der Zellzahl durch Inkubation mit Vehikel oder CBD erfolgte mit LAK-Zellen 
von fünf verschiedenen Spendern. 
Neben dem Einfluss von CBD auf die Zellzahl wurde auch dessen Einfluss auf die 
LFA-1-Proteinexpression von LAK-Zellen mittels Western Blot-Analyse bestimmt, 
wobei ein repräsentativer Western Blot zur LFA-1-Expression in Abb. 3-5 gezeigt ist. 
Die 48-stündige Inkubation der LAK-Zellen mit Vehikel (106 ± 11 %) und 3 µM CBD 
(100 ± 20 %) hatte im Vergleich zu unbehandelten LAK-Zellen keinen Einfluss auf die 
LFA-1-Proteinexpression. Gleichzeitig diente dieser Versuch auch dem Nachweis der 
LFA-1-Proteinexpression durch die LAK-Zellen. 
 
Abb. 3-5: Einfluss von CBD auf die LFA-1-Proteinexpression von LAK-Zellen 
Die LAK-Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS, 100 U/ml
 
Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 
10 ng/ml IL-2 (erste Bande) kultiviert. Zusätzlich wurde ein Teil der Zellen für 48 h mit Vehikel 
(0,1 % EtOH, zweite Bande) oder 3 µM CBD (dritte Bande) inkubiert. Die Werte oberhalb des Blots zeigen 
die Mittelwerte ± SEM (%-Angabe) der densitometrischen Analyse von n = 4 Blots (generierte LAK-Zellen 
von 4 verschiedenen Spendern) nach Normalisierung auf β-Aktin. 
 
3.3.2.2 Zytotoxische Aktivität 
Zusätzlich zum Einfluss von CBD auf die LFA-1-Expression und Vitalität der LAK-
Zellen wurde die zytotoxische Aktivität von CBD-behandelten LAK-Zellen überprüft. 
Dafür wurden die entsprechend mit Vehikel oder CBD behandelten LAK-Zellen von den 
 100         106         100 
± 24        ± 11        ± 20 
- LFA-1 
- β-Aktin 
Vehikel CBD 3 µM - 
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gleichen Spendern wie unter 3.3.2.1 verwendet. Die zytotoxische Lyse von CBD-
stimulierten Tumorzellen durch die unterschiedlich behandelten LAK-Zellen (ohne 
Zusatz, mit Vehikel, mit 3 µM CBD) ist in Abb. 3-6 dargestellt. In Übereinstimmung mit 
dem fehlenden Einfluss von CBD auf die Zellzahl und LFA-1-Expression konnte auch 
kein wesentlicher Einfluss auf die zytotoxische Aktivität der LAK-Zellen festgestellt 
werden. CBD-behandelte A549-Zellen wurden zu 23 ± 4 % durch unbehandelte LAK-
Zellen, zu 25 ± 3 % durch vehikel- und zu 23 ± 6 % durch CBD-stimulierte LAK-Zellen 
lysiert. Ähnlich Ergebnisse wurden auch bei den H460- (39 ± 7 %, 28 ± 8, 41 ± 7 %) 
und den HROBML03-Zellen (39 ± 6 %, 45 ± 6, 47 ± 6 %) erzielt. 
Parallel zu diesen Zytotoxizitätsversuchen wurde auch die Viabilität der Tumorzellen, 
die im Anhang in Tab. 8-2 aufgeführt ist, bestimmt. CBD hatte z. T. eine leicht toxische 
Wirkung auf die Tumorzellen. So betrug die Viabilität im Vergleich zur entsprechenden 
Vehikelkontrolle von 100 % bei den H460-Zellen 76 ± 7 % und bei den HROBML03-
Zellen 67 ± 5 %. Bei den A549-Zellen konnte nur eine minimale Verringerung der 
















































































Abb. 3-6: Wirkung von CBD auf die zytotoxische Aktivität von LAK-Zellen  
Die LAK-Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10% FCS, 100 U/ml
 
Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 
10 ng/ml IL-2 (weiße Säule) kultiviert. Zusätzlich wurde ein Teil der Zellen 48 h vor dem Zytotoxizitäts-
assay mit Vehikel (0,1 % EtOH, graue Säule) oder 3 µM CBD (schwarze Säule) versetzt. Die 6-stündige 
Coinkubation erfolgte mit entsprechend behandelten LAK-Zellen und CBD-stimulierten A549- (A), H460- 
(B) und HROBML03-Zellen (C) (10.000 Zellen/Well, 48 h CBD, E:Z = 4:1). Die Säulen der Diagramme 
geben die Mittelwerte ± SEM von n = 24 (A, 5 Spender) und n = 16–20 (B, C, 4 Spender) Wells wieder. 
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3.3.3 Rolle von ICAM-1 bei der LAK-Zell-vermittelten Lyse von CBD-stimulierten 
Tumorzellen 
Um die Rolle von ICAM-1 bei der zytotoxischen Lyse von CBD-stimulierten 
Tumorzellen durch LAK-Zellen zu untersuchen, wurden sowohl Experimente mit einem 
gegen ICAM-1 gerichteten neutralisierenden Antikörper als auch mit ICAM-1 siRNA 
durchgeführt. 
 
3.3.3.1 ICAM-1-Antikörper  
Die Versuche mit dem neutralisierenden ICAM-1-Antikörper erfolgten analog zu den 
Adhäsionsversuchen mit einer Antikörperkonzentration von 1 µg/ml. Als Negativ-
kontrolle wurde der Isotype Control-Antikörper bei gleicher Konzentration verwendet. In 
Abb. 3-7 sind die Ergebnisse dieser Zytotoxizitätsversuche dargestellt. Bei den drei 
verwendeten Lungentumorzellen kam es, wie zuvor schon gezeigt, zu einer erhöhten 
Lyse von CBD-stimulierten im Vergleich zu vehikelbehandelten Zellen. So zeigte sich 
bei CBD-behandelten A549-Zellen eine spezifische Lyse von 31 ± 6 %, bei H460-
Zellen von 22 ± 6 % und bei HROBML03-Zellen von 25 ± 7 %. Die Präinkubation der 
Tumorzellen mit dem ICAM-1-Antikörper vor der Coinkubation mit LAK-Zellen führte zu 
einer Inhibition der CBD-induzierten zytotoxischen Lyse der Tumorzellen. Demnach 
war die spezifische Lyse der A549-Zellen auf 6 ± 9 %, die der H460-Zellen auf 5 ± 3 % 
und die der HROBML03-Zellen auf 8 ± 3 % reduziert und bewegte sich somit z. T. 
wieder im Bereich der Lyse vehikelbehandelter Zellen. Die Inkubation der Tumorzellen 
mit dem Isotype Control-Antikörper hatte keinen Effekt auf die Lyse der CBD-
stimulierten Tumorzellen (A549, 30 ± 6 %; H460, 33 ± 4 %; HROBML03, 33 ± 4 %). 
Die zum Zytotoxizitätsassay parallel bestimmte Viabilität der Tumorzellen ist im 
Anhang in Tab. 8-3 zusammengestellt. Im Vergleich zur entsprechenden Vehikel-
kontrolle (100 %) hatte die Behandlung der Tumorzellen mit 3 µM CBD eine 
Verringerung der Viabilität auf 80 ± 7 % bei den A549-, 60 ± 5 % bei den H460- und 
78 ± 6 % bei den HROBML03-Zellen zur Folge. Auch hier konnte wie schon bei der 
Adhäsion kein Einfluss des ICAM-1- bzw. Isotype Control-Antikörpers auf die Viabilität 
der Tumorzellen festgestellt werden.  
 
 






















































































































































































































Abb. 3-7: Einfluss eines ICAM-1-Antikörpers auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-
behandelten Tumorzellen 
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C) (10.000 Zellen/Well) wurden für 48 h mit Vehikel oder 
3 µM CBD stimuliert. Anschließend wurden die Tumorzellen 2 h mit einem ICAM-1- bzw. Isotype Control-
Antikörper (1 µg/ml) präinkubiert. Dann erfolgte die 6-stündige Coinkubation mit den LAK-Zellen 
(E:Z = 4:1). In den Diagrammen sind die Mittelwerte ± SEM von n = 24 (A, 6 Spender), n = 32 (B, 
8 Spender) und n = 20 (C, 5 Spender) Wells dargestellt. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; one-way 
ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. 
 
3.3.3.2 ICAM-1 siRNA-Transfektion  
Die Versuche mit dem ICAM-1-Antikörper zeigten eine Blockierung der LAK-Zell-
vermittelten zytotoxischen Lyse von CBD-behandelten Tumorzellen auf Proteinebene, 
also nachdem ICAM-1 hochreguliert war. Mit den Knockdown-Experimenten unter 
Verwendung von ICAM-1 siRNA sollte hingegen schon auf posttranskriptioneller Ebene 
eingegriffen werden, so dass eine Hochregulation des Proteins ICAM-1 verhindert wird. 
Die Effizienz der Transfektion der Tumorzellen mit ICAM-1 siRNA, nachgewiesen 
durch Western Blot-Analyse, und die Ergebnisse der entsprechenden Zytotoxizitäts-
versuche sind in Abb. 3-8 dargestellt. Schließlich konnte auch in diesen Zyto-
toxizitätsversuchen eine erhöhte LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-stimulierten 
(A549, 17 ± 6 %; H460, 38 ± 6 %; HROBML03, 25 ± 5 %) im Vergleich zu vehikel-
behandelten Tumorzellen (spezifische Lyse < 5 %) gezeigt werden. Die Transfektion 
mit ICAM-1 siRNA führte zur Inhibition dieser CBD-induzierten Tumorzelllyse, so dass 
C 
A B 
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sich diese im Bereich der Lyse von vehikelbehandelten Zellen bewegte. Die 
Verwendung einer non siRNA als Negativkontrolle hatte keinen negativen Einfluss auf 
die spezifische Lyse der mit CBD stimulierten Tumorzellen (A549, 31 ± 5 %; H460, 
33 ± 5 %; HROBML03, 24 ± 6 %).  
Die parallel zum Zytotoxizitätsassay bestimmte Viabilität der Tumorzellen ist im 
Anhang in Tab. 8-4 zusammengefasst. CBD hatte in dieser Versuchsreihe keinen 
(A549-Zellen) oder nur einen geringen Einfluss auf die Viabilität der Tumorzellen. So 
war die Viabilität der H460-Zellen auf 77 ± 3 % und die der HROBML03-Zellen auf 
85 ± 2 % im Vergleich zur entsprechenden Vehikelkontrolle (100 %) verringert. Eine 
Beeinflussung der Tumorzellviabilität durch die Transfektion mit ICAM-1 siRNA bzw. 
non siRNA konnte nicht beobachtet werden. 
Die Western Blot-Analyse (Abb. 3-8, rechte Spalte), dargestellt durch jeweils einen 
repräsentativen Blot, wurde zur Überprüfung der Effizienz der ICAM-1 siRNA-Trans-
fektion durchgeführt. Bei allen drei Lungentumorzellen wurde die CBD-induzierte 
Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression durch die Transfektion der Zellen mit 
ICAM-1 siRNA verringert. Die non siRNA hatte wie bei den Zytotoxizitätsversuchen 






























































































































































































Abb. 3-8: Einfluss der ICAM-1 siRNA-Transfektion auf die LAK-Zell-vermittelte CBD-
induzierte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen  
Linke Spalte: Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse der CBD-behandelten 
Tumorzellen A549 (A), H460 (B) und HROBML03 (C). Die Versuche wurden mit 10.000 Zellen/Well und 
E:Z = 4:1 (A549, HROBML03) bzw. 5.000 Zellen/Well und E:Z = 8:1 (H460) durchgeführt. Die Tumorzellen 
wurden mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert und 48 h mit 
Vehikel oder 3 µM CBD stimuliert. Die Coinkubation mit LAK-Zellen erfolgte über 6 h. Die Säulen der 
Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM von n = 32 (A, 7 Spender) oder n = 28 (B, C, 6 Spender) Wells 
dargestellt. *P < 0,05; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die CBD-induzierte ICAM-1-Protein-
expression in A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden analog zum 
Zytotoxizitätsassay mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert und 
48 h mit Vehikel oder 3 µM CBD behandelt. Die Werte oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM     
(%-Angaben) der densitometrischen Auswertung von n = 4 (A, B) oder n = 5 (C) Blots nach Normali-
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3.3.4 Rolle der CB-Rezeptoren und des TRPV1 bei der LAK-vermittelten Lyse von 
CBD-stimulierten Tumorzellen 
Vor Kurzem wurde eine Involvierung der CB-Rezeptoren CB1 und CB2 wie auch von 
TRPV1 bei der über ICAM-1 vermittelten antimetastatischen Wirkung von CBD gezeigt 
(Ramer et al., 2012). Somit sollte auch im Rahmen dieser Arbeit überprüft werden, ob 
diese drei Rezeptoren bei der CBD-induzierten LAK-Zell-vermittelten Lyse von 
Tumorzellen beteiligt sind. Dazu wurden die Tumorzellen vor Stimulation mit CBD mit 
Rezeptorantagonisten präinkubiert. Dabei handelt es sich bei AM251 um einen CB1-, 
bei AM630 um einen CB2- und bei Capsazepin um einen TRPV1-Antagonisten. Die 
Antagonisten wurden mit einer Konzentration von 1 µM auf die Tumorzellen gegeben, 
womit die hier verwendete Konzentration in dem Bereich liegt, für den bereits gezeigt 
wurde, dass CB1-, CB2- bzw. TRPV1-abhängige Effekte blockiert werden (Jacobsson 
et al., 2001; Mukherjee et al., 2004; Ramer et al., 2010a und b). 
In Abb. 3-9 sind die Ergebnisse zu den Zytotoxizitätsversuchen und die dazugehörigen 
Western Blot-Analysen der ICAM-1-Proteinexpression dargestellt. Wie bereits gezeigt, 
war die LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-behandelten A549- (46 ± 7 %), H460- 
(30 ± 4 %) und HROBML03- (25 ± 3 %) verglichen mit der vehikelbehandelter Zellen 
(A549, -10 ± 5 %; H460, 9 ± 2 %; HROBML03, 3 ± 1 %) signifikant erhöht. Durch 
zusätzliche Inkubation der Tumorzellen mit den Antagonisten der CB-Rezeptoren wie 
auch mit dem TRPV1-Antagonisten wurde die CBD-induzierte Lyse aufgehoben bzw. 
verringert. So lag die spezifische Lyse der A549-Zellen zwischen -11 ± 8 % 
(Capsazepin) und 2 ± 6 % (AM630), die der H460-Zellen zwischen 14 ± 3 % (AM251) 
und 18 ± 3 % (AM251 + AM630) und die der HROBML03-Zellen zwischen -9 ± 4 % 
(AM251) und 12 ± 3 % (AM251 + AM630).  
Die Bestimmung der Viabilität der Tumorzellen, die parallel zum Zytotoxizitätsassay 
erfolgte, zeigte bei diesen Zytotoxizitätsversuchen eine toxische Wirkung von CBD 
(Anhang Tab. 8-5). So verringerte die CBD-Stimulation die Viabilität der A549-Zellen 
auf 62 ± 4 %, die der H460-Zellen auf 55 ± 5 % und die der HROBML03-Zellen auf 
65 ± 5 % in Bezug auf die jeweilige Viabilität der Tumorzellen bei der Vehikelkontrolle 
(100 %). Die zusätzliche Anwesenheit der Rezeptorantagonisten hatte keinen 
signifikanten Effekt auf die Viabilität der Tumorzellen. 
Die Western Blot-Analyse zum Einfluss der Rezeptorantagonisten auf die ICAM-1-
Proteinexpression ist durch einen repräsentativen Blot in der rechten Spalte von 
Abb. 3-9 gezeigt. Die durch CBD-Stimulation hochregulierte ICAM-1-Proteinexpression 
in den Tumorzellen (zweite Bande) wurde durch Präinkubation der Zellen mit den 
Rezeptorantagonisten teilweise blockiert (dritte bis sechste Bande), wodurch das 
Proteinlevel von ICAM-1 weniger stark erhöht war. 


























































































































































































































Abb. 3-9: Einfluss von Rezeptorantagonisten gegen CB1, CB2 und TRPV1 auf die LAK-
Zell-vermittelte CBD-induzierte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen  
Linke Spalte: Wirkung von AM251 (CB1-Antagonist, 1 µM), AM630 (CB2-Antagonist, 1 µM) und 
Capsazepin (TRPV1-Antagonist, 1 µM) auf die spezifische Lyse von CBD-behandelten A549- (A), H460- 
(B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen (10.000 Zellen/Well) wurden 1 h mit den Rezeptor-
antagonisten präinkubiert, anschließend mit Vehikel oder 3 µM CBD stimuliert und die Inkubation über 
48 h fortgeführt. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. Die Säulen der 
Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM von n = 28–32 (A, B, 5 Spender) oder n = 28 (C, 6 Spender) Wells 
dargestellt. ***P < 0,001 vs. Vehikel; 
#
P < 0,05; 
##
P < 0,01; 
###
P < 0,001 vs. CBD; one-way ANOVA plus 
post hoc Bonferroni-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss der Rezeptorantagonisten auf die CBD-induzierte ICAM-1-
Proteinexpression in den A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden 
analog zum Zytotoxizitätsassay 1 h mit den Antagonisten präinkubiert und dann mit Vehikel oder 3 µM 
CBD stimuliert (48 h). Die Werte oberhalb der Blots geben die Mittelwerte ± SEM (%-Angaben) der 
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3.3.4.1 Eigeneffekt der Rezeptorantagonisten 
Um die Wirkung der Rezeptorantagonisten auf die zytotoxische Lyse und auf die 
ICAM-1-Proteinexpression zu untersuchen, wurden Versuche durchgeführt, in denen 
die Tumorzellen nur mit den Rezeptorantagonisten ohne CBD-Stimulation inkubiert 
wurden. Die Ergebnisse sind in Abb. 3-10 zusammengefasst. Die Inkubation der 
Tumorzellen mit den Rezeptorantagonisten (AM251, AM630, Capsazepin) hatte im 
Allgemeinen keinen entscheidenden Einfluss auf die spezifische Lyse der Tumorzellen. 
Die LAK-Zell-vermittelte Lyse der A549-Zellen bewegte sich zwischen -14 ± 8 % 
(AM251) und 14 ± 5 % (AM251 + AM630), die der H460-Zellen zwischen 3 ± 3 % 
(Vehikel) und 9 ± 2 % (AM251 + AM630) und die der HROBML03-Zellen zwischen 
4 ± 2 % (Vehikel) und 14 ± 3 % (AM251 + AM630), wobei letztere im Vergleich zum 
Vehikel signifikant erhöht war. Im Ergebnis hatten die Rezeptorantagonisten allein 
keinen inhibitorischen Effekt auf die Tumorzelllyse, womit die durch CBD-induzierte 
LAK-Zell-vermittelte Lyse durch die Antagonisten blockiert und die Verringerung der 
CBD-induzierten Lyse nicht durch eine an sich inhibitorische Wirkung der Antagonisten 
hervorgerufen wurde. 
Die Ergebnisse zur parallel bestimmten Viabilität der Tumorzellen sind im Anhang in 
Tab. 8-6 zu finden. Die Antagonisten hatten keinen toxischen Einfluss auf die Viabilität 
der Tumorzellen.  
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen zur spezifischen Lyse und Tumorzellviabilität 
konnte auch auf Proteinebene gezeigt werden, dass die verwendeten Rezeptor-
antagonisten die ICAM-1-Proteinexpression der Tumorzellen kaum beeinflussen     



























































































































































Abb. 3-10: Eigeneffekt der Rezeptorantagonisten auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse und 
ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen  
Linke Spalte: Wirkung von AM251 (CB1-Antagonist, 1 µM), AM630 (CB2-Antagonist, 1 µM) und 
Capsazepin (TRPV1-Antagonist, 1 µM) auf die spezifische Lyse von A549- (A), H460- (B) und 
HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen (10.000 Zellen/Well) wurden 1 h mit den Rezeptorantagonisten 
präinkubiert, anschließend mit Vehikel stimuliert und die Inkubation über 48 h fortgeführt. Die Coinkubation 
mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. Die Säulen der Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM 
von n = 16 (A, 4 Spender) oder n = 20 (B, C, 5 Spender) Wells dargestellt. *P < 0,05 vs. Vehikel; one-way 
ANOVA plus post hoc Dunnett-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss der Rezeptorantagonisten auf die ICAM-1-Proteinexpression in 
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden analog zum Zytotoxizitätsassay 
1 h mit den Antagonisten präinkubiert und dann mit Vehikel stimuliert (48 h). Die Werte oberhalb der Blots 
zeigen die Mittelwerte ± SEM (%-Angaben) der densitometrischen Auswertung von n = 5 (A, B) oder n = 4 
(C) Blots nach Normalisierung auf β-Aktin. 
 
3.3.5 Rolle von LFA-1 bei der LAK-Zell-vermittelten Lyse von Tumorzellen 
Neben der Rolle von ICAM-1 bei der spezifischen Lyse CBD-behandelter Tumorzellen 
wurde auch die Rolle des wichtigsten Bindungspartners LFA-1 untersucht. Dazu 







  100          135         164         157        138       
 ± 12         ± 17        ± 28        ± 36       ± 24 
100          145         118          96         125       
 ± 5         ± 10          ± 5          ± 6         ± 9 
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durchgeführt, wobei hier aber die LAK- und nicht die Tumorzellen mit dem Antikörper 
vorbehandelt wurden. Der verwendete Antikörper bindet an die CD11a-Untereinheit 
von LFA-1 und blockiert so dessen Interaktion mit ICAM-1. Die Ergebnisse der Zytoto-
xizitätsversuche sind in Abb. 3-11 dargestellt. Die LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-
behandelten A549- (27 ± 8 %), H460- (24 ± 3 %) und HROBML03-Zellen (30 ± 6 %) 
wurde durch Inkubation der LAK-Zellen mit dem CD11a-Antikörper aufgehoben (A549, 
1 ± 6 %; H460, -4 ± 6 %; HROBML03, 9 ± 2 %) und lag damit im Bereich der Lyse 
vehikelbehandelter Tumorzellen. Der Isotype Control-Antikörper hatte keinen Einfluss 
auf die zytotoxische Lyse der mit CBD behandelten Tumorzellen (A549, 29 ± 6 %; 
H460, 25 ± 3 %; HROBML03, 30 ± 5 %), schien hier z. T. aber einen leichten Eigen-
effekt auf die Lyse der Zellen (A549, HROBML03) zu besitzen. 
Die Viabilität der Tumorzellen bei diesen Zytotoxizitätsversuchen (Tab. 8-7) war durch 









































































































































































































Abb. 3-11: Einfluss eines LFA-1-Antikörpers auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse von CBD-
behandelten Tumorzellen 
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C) (10.000 Zellen/Well) wurden für 48 h mit Vehikel oder 
3 µM CBD stimuliert. Die LAK-Zellen wurden vor dem Zytotoxizitätsassay 2 h mit einem CD11a- (α-Kette 
von LFA-1, 1 µg/ml) bzw. Isotype Control-Antikörper (Negativkontrolle) behandelt und dann für 6 h mit den 
Tumorzellen coinkubiert (E:Z = 4:1). In den Diagrammen sind die Mittelwerte ± SEM von n = 28 (A, C, 
7 Spender) oder n = 24 (B, 6 Spender) Wells dargestellt. **P < 0,01; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus 
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3.4 Wirkung anderer Cannabinoide auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse von 
Tumorzellen 
3.4.1 Testung verschiedener Cannabinoide 
Neben CBD wurden die Tumorzellen auch mit anderen Cannabinoiden behandelt und 
anschließend die spezifische Lyse dieser Tumorzellen durch LAK-Zellen untersucht. 
Für diese Experimente wurden das hydrolysestabile Anandamidanalogon (R)-(+)-Meth-
anandamid (MA), das Phytocannabinoid THC und die synthetischen Cannabinoide 
WIN55,212-2 und JWH133 ausgewählt, wobei es sich bei Letzterem um einen CB2-
selektiven Agonisten handelt. Die Behandlung von Tumorzellen mit den vier Cannabi-
noiden führte jeweils zu einer Erhöhung der LAK-Zell-vermittelten zytotoxischen Lyse 
der entsprechend stimulierten Tumorzellen (Abb. 3-12). Die Lyse der A549- und 
HROBML03-Zellen lag nach Cannabinoidbehandlung bei ca. 30 % (Abb. 3-12A bzw. 
C) und die der H460-Zellen bei 31 ± 4 % nach WIN55,212-2- und 46 ± 3 % nach THC-
Behandlung (Abb. 3-12B).  
Der Einfluss dieser Cannabinoide auf die Viabilität der Tumorzellen ist im Anhang in 
Tab. 8-8 zusammengefasst. Es zeigte sich nur ein geringer Einfluss einiger 



























































































































































Abb. 3-12: Wirkung verschiedener Cannabinoide auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse von 
Tumorzellen  
Die Tumorzellen A549 (A), H460 (B) und HROBML03 (C) wurden für 48 h mit Vehikel und den 
Cannabinoiden MA, THC, JWH133 und WIN55,212-2 (jeweils 3 µM) inkubiert. Die Versuche wurden mit 
10.000 Zellen/Well und E:Z = 4:1 (A549, HROBML03) bzw. 5.000 Zellen/Well und E:Z = 8:1 (H460) 
durchgeführt. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h. Die Diagramme zeigen die 
Mittelwerte ± SEM von n = 28 (A, 6 Spender), n = 36 (B, 8 Spender) und n = 16 (C, 4 Spender) Wells. 
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc Dunnett-Test. 
 
3.4.2 Rolle von ICAM-1 bei der LAK-Zell-vermittelten Lyse von MA- und THC-
stimulierten Tumorzellen 
Für nachfolgende Zytotoxizitätsversuche wurden MA und THC ausgewählt. Dabei 
wurde die Rolle von ICAM-1 bei der Vermittlung der zytotoxischen Lyse von MA- bzw. 
THC-behandelten Tumor- durch LAK-Zellen mit Hilfe von entsprechenden Knockdown-
Experimenten untersucht. 
A B C 
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3.4.2.1 R-(+)-Methanandamid 
Zunächst wurde die Rolle von ICAM-1 bei der MA-induzierten zytotoxischen Lyse von 
Tumor- durch LAK-Zellen untersucht. Die Ergebnisse zu diesen Zytotoxizitäts-
experimenten, bei denen die Tumorzellen mit ICAM-1 siRNA transfiziert und mit MA 
stimuliert wurden, und die entsprechenden Effizienzblots zur siRNA-Transfektion sind 
in Abb. 3-13 dargestellt. Die Behandlung der Tumorzellen mit MA führte zu einer 
Erhöhung der spezifischen Lyse, so dass MA-stimulierte A549-Zellen zu 22 ± 9 %, 
H460-Zellen zu 36 ± 4 % und HROBML03-Zellen zu 18 ± 3 % durch LAK-Zellen lysiert 
wurden, was jeweils einer signifikanten Steigerung im Vergleich zur dazugehörigen 
Vehikelkontrolle entsprach. Die Transfektion der Tumorzellen mit ICAM-1 siRNA 
verhinderte die MA-induzierte Lyse der Tumorzellen. Demnach wurden die A549-Zellen 
wie bei der Vehikelkontrolle nicht lysiert und sowohl die spezifische Lyse der H460-
Zellen lag mit 17 ± 3 % im Bereich der Vehikelkontrolle (14 ± 3 %) als auch die der 
HROBML03-Zellen mit 4 ± 2 % (Vehikelkontrolle: 0 ± 2 %). Die non siRNA hatte keinen 
negativen Effekt auf die MA-induzierte Lyse der Tumorzellen (A549, 37 ± 4 %; H460, 
34 ± 3 %; HROBML03, 14 ± 3 %).  
Die Bestimmung der Viabilität (Anhang, Tab. 8-9) hatte zum Ergebnis, dass MA bei 
den H460-Zellen zu einer geringen Verminderung der Viabilität auf 85 ± 4 % im 
Vergleich zu der vehikelbehandelter Zellen mit 100 ± 3 % führte, wobei hier im 
Gegensatz zu den A549- und HROBML03-Zellen 5.000 Zellen für die Versuche 
verwendet wurden. Die Transfektion der Tumorzellen mit ICAM-1 siRNA oder 
non siRNA hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Tumorzellviabilität. 
Die Western Blots zum Nachweis der Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression 
und der Effizienz der siRNA-Transfektion (Abb. 3-13, rechte Spalte, je ein repräsen-
tativer Blot) untermauern die Ergebnisse der Zytotoxizitätsversuche. So führte die 
Stimulation der Tumorzellen mit MA zu einer Hochregulation von ICAM-1 (zweite 
Bande) um das etwa 2-Fache der Vehikelkontrolle. Die Transfektion mit ICAM-1 siRNA 
blockierte diese Hochregulation (vierte Bande), wobei die non siRNA-Transfektion die 
Hochregulation von ICAM-1 durch MA nicht beeinflusste (sechste Bande). 














































































































































































Abb. 3-13: Einfluss der ICAM-1 siRNA-Transfektion auf die LAK-Zell-vermittelte MA-
induzierte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen  
Linke Spalte: Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die spezifische Lyse der MA-behandelten A549- (A), H460- 
(B) und HROBML03-Zellen (C). Die Versuche wurden mit 10.000 Zellen/Well und E:Z = 4:1 (A549, 
HROBML03) bzw. 5.000 Zellen/Well und E:Z = 8:1 (H460) durchgeführt. Die Tumorzellen wurden mit 
ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert und 48 h mit Vehikel oder 3 µM 
MA stimuliert. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h. Die Säulen der Diagramme sind als 
Mittelwerte ± SEM von n = 20–24 (A, B, 5 Spender) oder n = 16 (C, 4 Spender) Wells dargestellt. 
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die MA-induzierte ICAM-1-
Proteinexpression in A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden analog 
zum Zytotoxizitätsassay mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert 
und 48 h mit Vehikel oder 3 µM MA stimuliert. Die Werte oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM 
(%-Angaben) der densitometrischen Auswertung von n = 5 (A, C) oder n = 4 (B) Blots nach Normali-








 100         259         163       145         146          225   
± 10        ± 52        ± 19       ± 19        ± 11         ± 32 
100          216           96       116         119          255   
 ± 3         ± 19          ± 8         ± 9          ± 6         ± 36 
 100          216        128       134         109          214   
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3.4.2.2 ∆9-Tetrahydrocannabinol 
Die Ergebnisse zum Einfluss der siRNA-Transfektion auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse 
und ICAM-1-Proteinexpression von THC-stimulierten Tumorzellen sind in Abb. 3-14 
zusammengefasst. Wie bei CBD und MA führte die Behandlung der Tumorzellen mit 
THC zu einer Induktion bzw. Hochregulation der spezifischen Lyse dieser Zellen durch 
LAK-Zellen. Bei den A549-Zellen lag diese bei 26 ± 6 % (keine Lyse beim Vehikel), bei 
den H460-Zellen bei 29 ± 4 % (13 ± 3 % Lyse beim Vehikel) und bei den HROBML03-
Zellen bei 19 ± 2 % (2 ± 1 % Lyse beim Vehikel). Die Transfektion mit ICAM-1 siRNA 
verhinderte auch hier die Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression (rechte Spalte) 
und folglich auch die spezifische Lyse der Tumorzellen (linke Spalte), so dass sich die 
Lyse im Bereich der vehikelbehandelter Zellen bewegte. Auch in diesem Fall hatte die 
non siRNA-Transfektion keinen Einfluss auf die Lyse von THC-stimulierten Tumor-
zellen (A549, 37 ± 6 %; H460, 27 ± 3 %; HROBML03, 24 ± 3 %).  
Die Viabilitätsuntersuchungen zur Wirkung von THC und zum Effekt der siRNA- oder 
non siRNA-Transfektion sind in Tab. 8-10 zusammengestellt. Es konnte keine 
wesentliche Beeinflussung der Viabilität der Tumorzellen festgestellt werden. 
In der rechten Spalte von Abb. 3-14 ist jeweils ein repräsentativer Blot zum Nachweis 
der Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression durch THC und der Effizienz der 
siRNA-Transfektion abgebildet. Die Stimulation der Tumorzellen führte zu einer etwa   
3-fachen ICAM-1-Hochregulation bei den A549-Zellen, zu einer etwa 5-fachen bei den 
H460- und einer etwa 4-fachen bei den HROBML03-Zellen (jeweils zweite Bande). Wie 
erwähnt, hatte die Transfektion mit ICAM-1 siRNA eine Blockierung der Hochregulation 
der ICAM-1-Proteinexpression zur Folge (vierte Bande). Die Transfektion mit einer 
non siRNA hingegen hatte auch hier keinen Effekt auf die THC-induzierte Hoch-

















































































































































































Abb. 3-14: Einfluss der ICAM-1 siRNA-Transfektion auf die LAK-Zell-vermittelte THC-
induzierte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen 
Linke Spalte: Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die spezifische Lyse der THC-behandelten A549- (A), H460- 
(B) und HROBML03-Zellen (C). Die Versuche wurden mit 10.000 Zellen/Well und E:Z = 4:1 (A549, 
HROBML03) bzw. 5.000 Zellen/Well und E:Z = 8:1 (H460) durchgeführt. Die Tumorzellen wurden mit 
ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert und 48 h mit Vehikel oder 3 µM 
THC stimuliert. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h. Die Säulen der Diagramme sind als 
Mittelwerte ± SEM von n = 20–24 (A, B, 5 Spender) oder n = 16 (C, 4 Spender) Wells dargestellt. 
*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001; one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die THC-induzierte ICAM-1-
Proteinexpression in A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden analog 
zum Zytotoxizitätsassay mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert 
und 48 h mit Vehikel oder 3 µM THC stimuliert. Die Werte oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM 
(%-Angaben) der densitometrischen Auswertung von n = 4 (A) oder n = 5 (B, C) Blots nach Normali-






 100        333          116        150        121         313   
± 12        ± 77        ± 14        ± 16       ± 22        ± 93  
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3.5 Wirkung von CBD, MA und THC auf Nicht-Tumorzellen  
Die Cannabinoide CBD, MA und THC hatten Einfluss auf die ICAM-1-Protein-
expression und LAK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen (A549, H460, HROBML03). 
So hatte die Behandlung der Tumorzellen mit diesen Cannabinoiden eine Hoch-
regulation des Proteins ICAM-1 und eine erhöhte LAK-Zell-vermittelte Lyse zur Folge. 
Demnach sollte auch untersucht werden, ob CBD, MA und THC die gleichen Effekte 
auf Nicht-Tumorzellen wie BEAS-2B-Zellen und Monozyten haben.  
 
3.5.1 Einfluss auf die ICAM-1-Proteinexpression und LAK-Zell-vermittelte Lyse 
von BEAS-2B-Zellen 
Für die Untersuchungen der Effekte von Cannabinoiden auf Nicht-Tumorzellen wurde 
die Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B verwendet. Hierbei handelt es sich um Bronchial-
epithelzellen, die aus einer Autopsie von nicht kanzerogenen Individuen stammen und 
durch Transfektion mit dem Adenovirus-12 SV40 Hybridvirus etabliert wurden (Reddel 
et al., 1988).  
Zunächst wurde untersucht, inwiefern Cannabinoide die ICAM-1-Proteinexpression der 
BEAS-2B-Zellen beeinflussen, wobei je ein repräsentativer Western Blot in Abb. 3-15 
(linke Spalte) gezeigt ist. Die Cannabinoide CBD und THC bewirkten eine leichte 
Hochregulation des ICAM-1-Proteinlevels. So wurde die ICAM-1-Expression im 
Vergleich zur entsprechenden Vehikelkontrolle durch 3 µM CBD etwa 1,5-fach  
(Abb. 3-15A, sechste Bande) und durch 3 µM THC 1,4-fach (Abb. 3-15C, dritte Bande) 
hochreguliert. Bei einer Konzentration von 1 µM CBD bzw. THC war eine ca. 1,2-fache 
Hochregulation zu beobachten. Die Inkubation der BEAS-2B-Zellen mit MA       
(Abb. 3-15B) und CBD-Konzentrationen von 0,001–0,1 µM hatte keinen Einfluss auf 
die Proteinexpression von ICAM-1 durch diese Zellen. Zusätzlich zur Wirkung der 
Cannabinoide auf die ICAM-1-Proteinexpression wurde auch auf funktioneller Ebene 
des Zytotoxizitätsassays der Einfluss von CBD, MA und THC überprüft (Abb. 3-15, 
rechte Spalte). Hierbei zeigte sich, dass die drei Cannabinoide keinen signifikanten 
Einfluss auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse der stimulierten im Vergleich zu vehikel-
behandelten BEAS-2B-Zellen hatten. Die spezifische Lyse von vehikel- bzw. CBD-
behandelten BEAS-2B-Zellen lag zwischen 5 ± 2 % (Vehikel) und 11 ± 2 % (1 µM 
CBD), die von MA-stimulierten Zellen bewegte sich um 8 % und die von THC-
behandelten Zellen lag zwischen 4 ± 1 % (Vehikel) und 7 ± 1 % (1 µM THC).  
Die parallel zum Zytotoxizitätsassay bestimmten Viabilitäten cannabinoidbehandelter 
BEAS-2B-Zellen sind in Tab. 8-11 zusammengestellt. MA und THC hatten keinen 
Einfluss auf die Viabilität der Zellen. CBD bewirkte eine minimale Verringerung der 
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Viabilität bei einer Konzentration von 3 µM CBD (83 ± 6 %) versus Vehikelkontrolle 












































































































































Abb. 3-15: Wirkung von CBD, MA und THC auf die ICAM-1-Proteinexpression und LAK-
Zell-vermittelte Lyse von BEAS-2B-Zellen 
Linke Spalte: Einfluss von CBD, THC und MA auf die ICAM-1-Proteinexpression in BEAS-2B-Zellen. Die 
Zellen wurden 48 h mit 0,001–3 µM CBD (A) oder 1 und 3 µM MA (B) bzw. THC (C) inkubiert. Die Werte 
oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM (%-Angabe) der densitometrischen Analyse von n = 7 (A) 
oder n = 6 (B, C) Blots nach der Normalisierung auf β-Aktin.  
Rechte Spalte: LAK-Zell-vermittelte Lyse von BEAS-2B-Zellen. Die Zellen (10.000 Zellen/Well) wurden für 
48 h mit CBD (A), MA (B) oder THC (C) behandelt. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte mit  
E:Z = 4:1 über 6 h. Die Säulen der Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM von n = 48 (7 Spender) Wells 
dargestellt. Die Analyse mittels ANOVA plus post hoc Dunnett-Test ergaben keine Signifikanzen. 
 
3.5.2 Wirkung von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression in Monozyten 
Der Einfluss von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression wurde zusätzlich zu den 
BEAS-2B-Zellen auch in Monozyten, die durch die Aufreinigung von PBMCs aus Buffy 
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repräsentativer Western Blot dargestellt. Eine Konzentration von 3 µM CBD bewirkte 
eine 2-fache Hochregulation der Proteinexpression von ICAM-1 (sechste Bande). 
Geringere CBD-Konzentrationen hatten kaum Einfluss auf das ICAM-1-Proteinlevel, 
nur bei 1 µM CBD war dieses 1,4-fach erhöht. Im Ergebnis ist eine konzentrations-
abhängige Wirkung von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression durch Monozyten zu 




Abb. 3-16: Wirkung von CBD auf die ICAM-1-Proteinexpression von Monozyten 
Die Monozyten wurden 48 h mit CBD (0,001–3 µM) inkubiert. Die Werte oberhalb der Blots sind die 
Mittelwerte ± SEM (%-Angabe) der densitometrischen Analyse von n = 5 Blots (3 Spender) nach Norma-
lisierung auf β-Aktin. 
 
3.6 Einfluss des FAAH-Inhibitors AA-5HT auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse 
von Tumorzellen 
In Bezug auf das Endocannabinoidsystem stellt die Inhibition der FAAH neben der 
exogenen Verabreichung von Cannabinoiden einen weiteren therapeutischen Ansatz 
dar. Dabei kann es durch Hemmung der FAAH zum Anstieg der Konzentration von 
endogenen Cannabinoidverbindungen kommen, die dann antitumorigene Effekte über 
eine CB-Rezeptoraktivierung vermitteln (Ligresti et al., 2003; Bifulco et al., 2004; 
Maione et al., 2007; Micale et al., 2009). Zudem konnte für das Phytocannabinoid CBD 
ebenfalls eine inhibitorische Wirkung auf die FAAH gezeigt werden (Watanabe et al., 
2005; de Filippis et al., 2008). Dementsprechend wurde der Einfluss des FAAH-
Inhibitors Arachidonylserotonin (AA-5HT) auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse der Lungen-
tumorzellen untersucht. 
 
3.6.1 Wirkung verschiedener AA-5HT-Konzentrationen auf die spezifische 
Tumorzelllyse 
Zunächst wurden unterschiedliche AA-5HT-Konzentrationen getestet. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 3-17 dargestellt und zeigen eine Hochregulation der LAK-Zell-vermittelten 
Lyse der AA-5HT- im Vergleich zu vehikelbehandelten Tumorzellen. Dabei kam es bei 
den H460- und den HROBML03-Zellen bereits bei 3 µM AA-5HT zu einer erhöhten 
spezifischen Lyse, wobei die Lyse der H460-Zellen von 6 ± 4 % beim Vehikel auf 
- ICAM-1 
- β-Aktin 
Vehikel CBD 1 µM 
100          115        125         111          142         204 
 ± 9         ± 11       ± 12        ± 15         ± 14        ± 25 
CBD 3 µM 
CBD 0,1 µM CBD 0,01 µM CBD 0,001 µM
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22 ± 3 % bei 3 µM AA-5HT und bei den HROBML03-Zellen von 7 ± 3 % beim Vehikel 
auf 18 ± 4 % bei 3 µM AA-5HT anstieg. Ein deutlicher Effekt von AA-5HT auf die 
Tumorzelllyse wurde mit einer Konzentration von 10 µM AA-5HT erreicht, so betrug die 
Lyse der A549-Zellen 43 ± 6 %, die der H460-Zellen 41 ± 5 % und die der HROBML03-
Zellen 47 ± 11 %. Die nachfolgenden Versuche wurden dann mit einer Konzentration 












































































Abb. 3-17: Wirkung von AA-5HT auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen 
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C) wurden für 48 h mit Vehikel und AA-5HT (1 µM, 3 µM 
und 10 µM) inkubiert. Die Versuche wurden mit 10.000 Zellen/Well und E:Z = 4:1 durchgeführt. Die 
Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte ± SEM von 
n = 16 (4 Spender) Wells. **P < 0,01; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc Dunnett-Test. 
 
3.6.2 Rolle von ICAM-1 bei der LAK-vermittelten Lyse von AA-5HT-stimulierten 
Tumorzellen  
Wie bei vorherigen Experimenten wurde auch hier die Rolle von ICAM-1 bei der LAK-
Zell-vermittelten zytotoxischen Lyse der mit AA-5HT behandelten Tumorzellen 
untersucht. Dazu wurden Knockdown-Experimente mit ICAM-1 siRNA durchgeführt. 
Die Ergebnisse der Zytotoxizitätsversuche und die Western Blots zum Nachweis der 
Hochregulation von ICAM-1 durch AA-5HT und in diesem Zusammenhang auch die 
Effizienz der ICAM-1 siRNA-Transfektion sind in Abb. 3-18 dargestellt. So wurde auf 
Zytotoxizitätsebene die Lyse der Tumorzellen durch Behandlung mit AA-5HT auf 
43 ± 5 % bei den A549-, auf 41 ± 3 % bei den H460- und auf 46 ± 5 % bei den 
HROBML03-Zellen gesteigert. Die ICAM-1 siRNA-Transfektion führte zu einer Verrin-
gerung der AA-5HT-induzierten Hochregulation der Tumorzelllyse (A549, 17 ± 4 %; 
H460, 23 ± 4 %; HROBML03, 9 ± 3 %), wobei die Transfektion mit non siRNA keinen 
negativen Einfluss auf die Lyse von AA-5HT-behandelten Tumorzellen hatte (A549, 
57 ± 4 %; H460, 56 ± 6 %; HROBML03, 57 ± 6 %). 
Die Western Blot-Analyse, die durch je einen repräsentativen Blot in der rechten Spalte 
von Abb. 3-18 dargestellt ist, zeigt eine Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression 
durch Stimulation der Tumorzellen mit AA-5HT. So war das ICAM-1-Proteinlevel bei 
den A549-Zellen etwa 2,5-fach, bei den H460-Zellen fast 8-fach und bei den 
HROBML03-Zellen etwa 4-fach (zweite Bande) erhöht. Diese AA-5HT-induzierte 
A B C 
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Hochregulation des ICAM-1-Proteinexpression blieb durch non siRNA-Transfektion 
unbeeinflusst (sechste Bande) und wurde durch die Transfektion mit ICAM-1 siRNA 





































































































































































































Abb. 3-18: Einfluss der ICAM-1 siRNA-Transfektion auf die LAK-Zell-vermittelte AA-5HT-
induzierte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen 
Linke Spalte: Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die spezifische Lyse von AA-5HT-behandelten A549- (A), 
H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Versuche wurden mit 10.000 Zellen/Well und E:Z = 4:1 
durchgeführt. Die Tumorzellen wurden mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) 
transfiziert und 48 h mit Vehikel oder 10 µM AA-5HT stimuliert. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen 
erfolgte über 6 h. Die Säulen der Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM von n = 16 (4 Spender) Wells 
dargestellt. *P < 0,05; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die AA-5HT-induzierte ICAM-1-
Proteinexpression in A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden analog 
zum Zytotoxizitätsassay mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert 
und 48 h mit Vehikel oder AA-5HT stimuliert. Die Werte oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM   
(%-Angaben) der densitometrischen Auswertung von n = 5 (A) oder n = 6 (B, C) Blots nach Normali-







 100        256          118         127         123         305   
± 15       ± 75         ± 16        ± 11        ± 17        ± 82  
 100        789         101         180         114         917   
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AA-5HT + ICAM-1 si 
AA-5HT + ICAM-1 si 




AA-5HT + non si 
AA-5HT + non si 




74  Ergebnisse 
3.6.3 Rolle der CB-Rezeptoren und des TRPV1 bei der LAK-vermittelten Lyse von 
AA-5HT-stimulierten Tumorzellen  
Um festzustellen, ob die CB-Rezeptoren CB1 und CB2 sowie TRPV1 an der Vermittlung 
der AA-5HT-induzierten zytotoxischen Lyse der Tumorzellen beteiligt sind, wurden 
Zytotoxizitätsversuche mit den Rezeptorantagonisten AM251, AM630 und Capsazepin 
durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 3-19 aufgeführt. Die durch   
AA-5HT induzierte LAK-Zell-vermittelte zytotoxische Lyse der Lungentumorzellen 
(A549, 52 ± 5 %; H460, 52 ± 5 %; HROBML03, 53 ± 6 %) wurde durch die Behandlung 
der Zellen mit den Rezeptorantagonisten signifikant verringert, wobei die spezifische 
Lyse der Zellen dann unterhalb von 30 % lag. 
Parallel zum Zytotoxizitätsassay wurde hier ebenfalls der Einfluss von AA-5HT auf die 
Viabilität der Tumorzellen bestimmt. Die Ergebnisse sind im Anhang in Tab. 8-12 
zusammengefasst und zeigen, dass AA-5HT eine toxische Wirkung auf die Tumor-
zellen hatte. So verringerte sich die Tumorzellviabilität durch die Inkubation mit AA-5HT 
auf mindestens die Hälfte. Die A549-Zellen, die mit AA-5HT und Rezeptorantagonisten 
behandelt wurden zeigten eine Viabilität zwischen 40 ± 1 % (AA-5HT + AM251 + 
AM630) und 52 ± 2 % (Capsazepin), die H460-Zellen zwischen 29 ± 1 % (AA-5HT + 
AM251 + AM630) und 41 ± 1 % (AA-5HT) und die HROBML03-Zellen zwischen 

























































































































































































































































Abb. 3-19: Einfluss von Rezeptorantagonisten gegen CB1, CB2 und TRPV1 auf die LAK-
Zell-vermittelte AA-5HT-induzierte Lyse von Tumorzellen 
Wirkung von AM251 (CB1-Antagonist, 1 µM), AM630 (CB2-Antagonist, 1 µM) und Capsazepin (TRPV1-
Antagonist, 1 µM) auf die spezifische Lyse von AA-5HT-behandelten A549- (A), H460- (B) und 
HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen (10.000 Zellen/Well) wurden 1 h mit den Rezeptorantagonisten 
präinkubiert, anschließend mit Vehikel oder 10 µM AA-5HT stimuliert und die Inkubation über 48 h 
fortgeführt. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. Die Säulen der 
Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM von n = 16 (4 Spender) Wells dargestellt. ***P < 0,001 vs. Vehikel; 
###
P < 0,001 vs. AA-5HT; one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test. 
 
3.6.4 Rolle von LFA-1 bei der LAK-vermittelten Lyse von AA-5HT-stimulierten 
Tumorzellen 
Weiterhin wurde neben der Rolle von ICAM-1 bei der zytotoxischen Lyse von AA-5HT-
behandelten Tumor- durch LAK-Zellen auch die von LFA-1 ermittelt (Abb. 3-20). Dabei 
zeigte sich, dass die im Vergleich zum Vehikel erhöhte Lyse der AA-5HT-stimulierten 
Tumorzellen, welche sich jeweils um die 40 % bewegte, durch Inkubation der LAK-
Zellen mit dem LFA-1-Antikörper aufgehoben (A549, 7 ± 5 %) bzw. verringert (H460, 
18 ± 3 %; HROBML03, 8 ± 4 %) wurde. Der Isotype Control-Antikörper hatte keinen 
zusätzlichen Effekt auf die spezifische Lyse der Tumorzellen (A549, 53 ± 6 %; H460, 
42 ± 2 %; HROBML03, 38 ± 5 %).  
C 
A B 































































































































































































































Abb. 3-20: Einfluss eines LFA-1-Antikörpers auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse von        
AA-5HT-behandelten Tumorzellen  
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C; je 10.000 Zellen/Well) wurden für 48 h mit Vehikel oder 
10 µM AA-5HT stimuliert. Die LAK-Zellen wurden vor dem Zytotoxizitätsassay 2 h mit einem CD11a-      
(α-Kette von LFA-1, 1 µg/ml) bzw. Isotype Control-Antikörper (Negativkontrolle) präinkubiert. Die  
Coinkubation mit den Tumorzellen erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. In den Diagrammen sind die Mittelwerte 
± SEM von n = 16 (4 Spender) Wells dargestellt. ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-
Test. 
 
3.7 Einfluss von Endocannabinoiden und ähnlichen Verbindungen auf die 
LAK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen 
Da es sich bei AA-5HT um einen Inhibitor des Enzyms FAAH handelt (Bisogno et al., 
1998), das u. a. am Abbau von Endocannabinoiden wie AEA und 2-AG beteiligt ist 
(Cravatt et al, 1996), wurde zunächst die Wirkung der Endocannabinoide AEA und     
2-AG und der endocannabinoidähnlichen Verbindungen OEA und PEA auf die LAK-
Zell-vermittelte Lyse der Tumorzellen untersucht.  
Dabei zeigte sich, dass sowohl die Behandlung der Tumorzellen mit AEA und 2-AG als 
auch die mit OEA und PEA eine signifikant erhöhte Lyse der Zellen im Vergleich zur 
Vehikelkontrolle zur Folge hatte (Abb. 3-21). Demnach bewegte sich die spezifische 
Lyse der A549-Zellen zwischen 44 ± 6 % (2-AG) und 57 ± 11 % (AEA). Die H460- und 
HROBML03-Zellen wurden durch die LAK-Zellen am stärksten nach AEA-Behandlung 
lysiert, wobei die Lyse der H460-Zellen bei 41 ± 7 % (Vehikel: 2 ± 3 %) und die der 
C 
A B 
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HROBML03-Zellen bei 42 ± 4 % (Vehikel: 3 ± 2 %) lag. Die Behandlung der H460- 
bzw. HROBML03-Zellen mit 2-AG, OEA und PEA führte zu einer spezifische Zelllyse, 

































































































































































































Abb. 3-21: Wirkung von Endocannabinoiden und ähnlichen Verbindungen auf die LAK-
Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen 
A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C; je 10.000 Zellen/Well) wurden für 48 h mit Vehikel und 
Endocannabinoiden (AEA, 2-AG) bzw. endocannabinoidähnlichen Verbindungen (OEA, PEA) inkubiert. 
Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. Die Diagramme zeigen die 
Mittelwerte ± SEM von n = 12 (3 Spender) Wells. **P < 0,01; ***P < 0,001; one-way ANOVA plus post hoc 
Bonferroni-Test. 
 
3.7.1 Rolle von ICAM-1 bei der LAK-vermittelten Lyse von AEA-stimulierten 
Tumorzellen  
Für weitere Experimente wurde das Endocannabinoid AEA ausgewählt und die Rolle 
von ICAM-1 bei der LAK-Zell-vermittelten Lyse der AEA-stimulierten Tumorzellen 
mittels Transfektion mit ICAM-1 siRNA bestimmt (Abb. 3-22). Die durch AEA induzierte 
spezifische Lyse der Tumorzellen (A549, 40 ± 5 %; H460, 28 ± 7 %; HROBML03, 
42 ± 7 %) wurde durch die siRNA-Transfektion verringert (A549, 13 ± 8 %) bzw. 
aufgehoben (H460 und HROBML03; Lyse im Bereich der der Vehikelkontrolle). Die 
Transfektion mit non siRNA hatte keinen Einfluss auf die Lyse der mit AEA 
behandelten Tumorzellen und war somit im Vergleich zur Lyse vehikelbehandelter 
Zellen erhöht (A549, 33 ± 9 %; H460, 36 ± 4 %; HROBML03, 33 ± 7 %). 
Die Ermittlung der ICAM-1-Proteinexpression von vehikel- und AEA-behandelten 
Tumorzellen ist durch einen repräsentativen Blot in der rechten Spalte von Abb. 3-22 
gezeigt. Die Stimulation der Tumorzellen mit AEA hatte bei den A549-Zellen eine        
2-fache und bei den H460- und HROBML03-Zellen jeweils eine fast 3-fache 
Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression zur Folge (zweite Bande), welche durch 
die Transfektion mit non siRNA nicht beeinflusst (sechste Bande), aber durch 
Transfektion mit ICAM-1 siRNA verringert wurde (vierte Bande).  
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Abb. 3-22: Einfluss der ICAM-1 siRNA-Transfektion auf die LAK-Zell-vermittelte AEA-
induzierte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression von Tumorzellen 
Linke Spalte: Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die spezifische Lyse von AEA-behandelten A549- (A), H460- 
(B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen (10.000 Zellen/Well) wurden mit ICAM-1 siRNA       
(ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert und 48 h mit Vehikel oder 10 µM AEA 
stimuliert. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. Die Säulen der Diagramme 
sind als Mittelwerte ± SEM von n = 16 (4 Spender) Wells dargestellt. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; 
one-way ANOVA plus post hoc Bonferroni-Test.  
Rechte Spalte: Western Blots zum Einfluss von ICAM-1 siRNA auf die AEA-induzierte ICAM-1-
Proteinexpression in A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die Tumorzellen wurden analog 
zum Zytotoxizitätsassay mit ICAM-1 siRNA (ICAM-1 si, 1,25 µg/ml) bzw. non siRNA (non si) transfiziert 
und 48 h mit Vehikel oder AEA stimuliert. Die Werte oberhalb der Blots sind die Mittelwerte ± SEM         
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3.7.2 Rolle der CB-Rezeptoren und des TRPV1 bei der LAK-vermittelten Lyse von 
AEA-stimulierten Tumorzellen  
AEA kann sowohl die CB-Rezeptoren als auch TRPV1 aktivieren (Mechoulam et al., 
1995; Zygmunt et al., 1999). Vor diesem Hintergrund wurde deren Rolle bei der AEA-
induzierten Tumorzelllyse überprüft. Die Zytotoxizitätsversuche mit den Rezeptoranta-
gonisten (Abb. 3-23) zeigen, dass die durch AEA induzierte spezifische Lyse der 
Tumorzellen, welche bei den A549-Zellen bei 37 ± 10 %, bei den H460-Zellen bei 
43 ± 5 % und bei den HROBML03-Zellen bei 31 ± 3 % lag, durch die Behandlung der 
Tumorzellen mit den Rezeptorantagonisten signifikant inhibiert wurde.  
Die parallel zum Zytotoxizitätsassay ermittelte Viabilität von AEA-behandelten Tumor-
zellen (Tab. 8-13) zeigt eine toxische Wirkung von 10 µM AEA. So verringerte AEA die 
Viabilität der A549-Zellen auf 56 ± 2 %, die der H460-Zellen auf 67 ± 2 % und die der 
HROBML03-Zellen auf 72 ± 3 % (Vehikel = 100 %). Die Rezeptorantagonisten (v. a. 
























































































































































































































Abb. 3-23: Einfluss von Rezeptorantagonisten gegen CB1, CB2 und TRPV1 auf die LAK-
Zell-vermittelte AEA-induzierte Lyse von Tumorzellen 
Wirkung von AM251 (CB1-Antagonist, 1 µM), AM630 (CB2-Antagonist, 1 µM) und Capsazepin (TRPV1-
Antagonist, 1 µM) auf die Lyse AEA-behandelter A549- (A), H460- (B) und HROBML03-Zellen (C). Die 
Tumorzellen (10.000 Zellen/Well) wurden 1 h mit den Rezeptorantagonisten präinkubiert, dann mit Vehikel 
oder 10 µM AEA stimuliert und die Inkubation über 48 h fortgeführt. Die Coinkubation mit den LAK-Zellen 
erfolgte über 6 h bei E:Z = 4:1. Die Säulen der Diagramme sind als Mittelwerte ± SEM von n = 20 (A, 
5 Spender), n = 16 (B, 4 Spender) oder n = 24 (C, 6 Spender) Wells dargestellt. **P < 0,01; ***P < 0,001 
vs. Vehikel;
 #
P < 0,05; 
##
P < 0,01;  
###
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4. Diskussion 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Cannabinoiden auf die LAK-Zell-vermittelte 
zytotoxische Lyse von Tumorzellen untersucht, wobei insbesondere das Phytocanna-
binoid CBD im Mittelpunkt stand, da es aufgrund seiner fehlenden Psychoaktivität von 
besonderem Interesse für eine therapeutischen Anwendung ist. Im Folgenden sollen 
nun die wichtigsten Aspekte wie die Bedeutung der ICAM-1/LFA-1-Interaktion und die 
der Cannabinoid-Rezeptoren CB1 und CB2 und des Vanilloid-Rezeptors TRPV1 
diskutiert werden. Darüber hinaus soll der Einfluss von Cannabinoiden auf Tumorzellen 
und das Immunsystem sowie das therapeutische Potential von Cannabinoiden, v. a. 
von CBD, beleuchtet werden. 
 
4.1 Negative Lysewerte und Tumorzellviabilitäten 
In Bezug auf die spezifische Lyse von Tumor- durch LAK-Zellen kam es teilweise zu 
negativen Lysewerten (siehe Ergebnisse). Diese negativen Werte resultieren aus der 
Berechnung der Lyse durch die Formel: % spezifische Lyse = (Fluoreszenz der 
Überstände aus Wells mit LAK-Zellen - Fluoreszenz der spontanen Calcein-Abgabe) / 
(Fluoreszenz der maximalen Calcein-Abgabe - Fluoreszenz der spontanen Calcein-
Abgabe). Im Fall von negativen Werten war die spontane Calcein-Abgabe durch die 
Tumorzellen höher als die in Anwesenheit von LAK-Zellen. Dies resultierte dann in 
einem negativen Zahlenwert im Zähler, wodurch letztlich auch die spezifische Lyse 
negativ wurde, was z. T. auch in anderen Arbeiten beobachtet werden konnte (Grimm 
et al., 1982; Kägi et al., 1994; Smyth et al., 1999; Chia et al., 2009; Wang et al., 2011). 
Die Viabilitätsuntersuchungen (siehe Anhang 8.1), die parallel zum Adhäsions- bzw. 
Zytotoxizitätsassay erfolgten, zeigen, dass CBD und andere Substanzen z. T. toxisch 
auf die Tumorzellen wirkten, was im Einklang damit steht, dass CBD Apoptose in 
Tumorzellen induzieren kann (Ramer et al., 2013). Dabei waren die in der vorliegenden  
Arbeit für den Viabilitätstest verwendeten Zellzahlen i. d. R. höher, wodurch der 
Viabilitätsverlust der Tumorzellen letztlich auch geringer war. Somit scheint die 
toxische Wirkung von CBD auf die Tumorzellen mit steigender Zelldichte abzunehmen. 
Ähnliche Effekte konnten in anderen Arbeiten bei verschiedenen Cannabinoiden wie 
CBD, MA und THC (Ramer und Hinz, 2008; Ramer et al., 2010a) sowie bei Chemo-
therapeutika wie Doxorubicin und Vincristin beobachtet werden (Kobayashi et al., 
1992). Die Verringerung der Tumorzellviabilität könnte vermuten lassen, dass die durch 
Stimulation verstärkte Lyse von Tumorzellen durch unterschiedliche E:Z-Verhältnisse 
bei vehikel- und cannabinoidstimulierten Zellen zustande kommt. Dem steht aber 
entgegen, dass sowohl der ICAM-1-Antikörper als auch die ICAM-1 siRNA die Viabilität 
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der Tumorzellen nicht beeinflussten, aber die gesteigerte Lyse der Zellen dennoch 
aufhoben bzw. verringerten. Hinzu kommt, dass auch die Rezeptorantagonisten die 
CBD-induzierte gesteigerte Lyse reduzierten, wobei der Viabilitätsverlust bei CBD in 
Kombination mit den Antagonisten ähnlich wie bei CBD allein war.  
 
4.2 Rolle von ICAM-1, LFA-1 und zytotoxischen Lymphozyten bei der 
Tumorabwehr 
Die Interaktion zwischen ICAM-1 und LFA-1 ist von essentieller Bedeutung bei der 
Bildung von stabilen Zell-Zell-Kontakten (immunologische Synapse) und verstärkt die 
Effektivität der Zielzelllyse durch zytotoxische Immunzellen (Beal et al., 2008). In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cannabinoide die ICAM-1-Expression in 
Lungentumorzellen hochregulieren. Diese verstärkte ICAM-1-Proteinexpression auf der 
Oberfläche der Tumorzellen führte zu einer erhöhten Adhäsion von LAK-Zellen und 
hatte schließlich eine gesteigerte zytotoxische Lyse von cannabinoid- bzw. AA-5HT-
stimulierten im Vergleich zu vehikelbehandelten Tumorzellen zur Folge. Die Bedeutung 
von ICAM-1 und der Interaktion zwischen ICAM-1 und LFA-1 bei der LAK-Zell-
vermittelten Lyse der Tumorzellen konnte mit Hilfe von Antikörpern nachgewiesen 
werden. So wurde die Tumorzelllyse sowohl durch Behandlung der Tumorzellen mit 
einem ICAM-1-Antikörper als auch durch Behandlung der LAK-Zellen mit einem LFA-1-
Antikörper inhibiert. Darüber hinaus verhinderte die Transfektion der Tumorzellen mit 
ICAM-1 siRNA die durch Cannabinoide/AA-5HT induzierte Hochregulation der ICAM-1-
Expression und blockierte auf funktioneller Ebene die zytotoxische Lyse entsprechend 
transfizierter Tumorzellen. Somit spielt ICAM-1 bei der Vermittlung der Adhäsion 
zwischen Tumor- und LAK-Zellen und folglich der LAK-Zell-vermittelten Lyse der 
Tumorzellen eine wichtige Rolle. Insbesondere ist dabei die Interaktion mit dem von 
Leukozyten exprimierten LFA-1 von Bedeutung. 
Die Ergebnisse zur Rolle der ICAM-1/LFA-1-Interaktion bei der zytotoxischen Lyse von 
Tumor- durch Immunzellen werden auch durch Daten anderer Arbeitsgruppen gestützt. 
So wurde vor Kurzem gezeigt, dass die durch Zytokine (IFN-γ und TNF-α) induzierte 
ICAM-1-Expression in Leukämiezellen mit geringer basaler ICAM-1-Expression eine 
erhöhte Adhäsion von NK-Zellen und eine gesteigerte NK-Zell-vermittelte Lyse der 
Zellen zur Folge hatte (Wang et al., 2011). Die erhöhte NK-Zell-vermittelte Lyse der 
Zielzellen wurde durch Neutralisierung der Zytokine während der Zytolyse verringert 
und durch einen ICAM-1-Antiköper aufgehoben. Darüber hinaus führte ein ICAM-1-
Knockdown zu einer Verringerung der ICAM-1-Expression und zytotoxischen Lyse von 
Leukämiezellen mit induzierter bzw. hoher basaler ICAM-1-Expression (Wang et al., 
2011). Diese Ergebnisse zeigen, dass ICAM-1 bei der Vermittlung der Lyse von 
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Tumor- durch NK-Zellen eine entscheidende Rolle spielt. Zusätzlich erhöhte auch die 
durch IFN-γ-induzierte gesteigerte Expression von MHC-I und ICAM-1 in Neuro-
blastomzellen die Sensitivität dieser Zellen gegenüber der LAK-Zell-vermittelten Lyse, 
die durch einen ICAM-1-Antikörper inhibiert werden konnte (Naganuma et al., 1991). 
Im Einklang damit wurde gezeigt, dass Lymphozyten in vitro mit Tumorzellen (u. a. 
Lungen-, Brustkrebszellen) interagieren, wenn diese MHC-I- und ICAM-1-Proteine 
exprimieren, wobei eine durch Zytokine induzierte Hochregulation dieser Moleküle die 
Anfälligkeit der Zellen gegenüber der Lyse durch Lymphozyten erhöhte (Vánky et al., 
1990). Die Behandlung von humanen Melanom- und Kolonkarzinomzellen mit TNF-α 
oder IFN-γ führte ebenfalls zum Anstieg der ICAM-1-Expression und zur verstärkten 
Lyse der Zellen durch Monozyten (Webb et al., 1991) bzw. durch allogene NK- und 
LAK-Zellen und autologe tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs) (Altomonte et al., 
1993), wobei die Lyse durch ICAM-1-Antikörper blockiert wurde. Die Bedeutung von 
LFA-1 bei der Interaktion von Immun- mit ihren Zielzellen konnte durch Verwendung 
von LFA-1-Antikörpern gezeigt werden. So blockierte ein LFA-1-Antikörper die 
Adhäsion von NK-Zellen an primäre Keratinozyten mit induzierter und an Zervikal-
karzinomzellen mit hoher ICAM-1-Expression, bei letzteren auch deren NK-Zell-
vermittelte Lyse (Textor et al., 2011). Zudem verringerte die Inkubation von NK-Zellen 
mit einem LFA-1-Antikörper die durch diese Zellen vermittelte Tumorzelllyse (Chen et 
al., 2007). Die erhöhte Adhäsion von Lymphozyten an Kolonkarzinomzellen mit IFN-γ-
induzierter ICAM-1-Expression wurde durch Behandlung der Tumorzellen mit einem 
ICAM-1- oder der Lymphozyten mit einem LFA-1-Antikörper ebenfalls verringert (Kelly 
et al., 1992). Darüber hinaus konnte die Bedeutung der ICAM-1/LFA-1-Interaktion bei 
der Tumorabwehr anhand LFA-1-defizienter Mäuse gezeigt werden, die zwar eine 
normale Immunantwort von CTLs gegenüber Virusinfektionen aufwiesen, aber deren 
antitumorigene Abwehrantwort gestört war. So führte die Injektion von Tumorzellen in 
normale Mäuse zur Infiltration von Lymphozyten und letztlich zur Beseitigung der 
Tumorzellen, wohingegen diese Effekte bei LFA-1-defizienten Mäusen ausblieben und 
es zur Entwicklung von malignen Zellen kam (Schmits et al., 1996). 
Die entscheidende Rolle von ICAM-1 bei Tumorwachstum und -abwehr konnte auch in 
diversen in vivo-Experimenten gezeigt werden. So verstärkte die Transfektion von 
Magen- und Kolorektalkarzinomzellen mit dem ICAM-1-Gen die ICAM-1-Expression 
der Zellen, was zu einer erhöhten Adhäsion von und zytotoxischen Lyse durch PBMCs 
im Vergleich zu vektortransfizierten Zellen führte. In vivo hatte die verstärke ICAM-1-
Expression von ICAM-1-transfizierten Zellen ein reduziertes Tumorwachstum und eine 
Verringerung der Anzahl und Größe von Metastasen zur Folge (Sunami et al., 2000; 
Tachimori et al., 2005). Darüber hinaus inhibierte die Inkubation der Karzinomzellen mit 
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einem ICAM-1-Antikörper die Adhäsion von und zytotoxische Lyse durch PBMCs 
(Tachimori et al., 2005). Zudem war die Infiltration von Leukozyten in den mit ICAM-1-
Gen transfizierten Tumor und den dazugehörigen Metastasen höher als bei vektor-
transfizierten Kontrollen (Sunami et al., 2000). Die durch Transfektion mit dem ICAM-1-
Gen erhöhte ICAM-1-Expression auf der Oberfläche von Sarkomzellen führte ebenfalls 
zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum (Sator et al., 1995). In diesem 
Zusammenhang zeigte sich, dass die gesteigerte ICAM-1-Expression von ICAM-1-
transfizierten Sarkomzellen in vivo auch eine erhöhte Adhäsion von Lymphozyten zur 
Folge hatte (Turner et al., 1997). Zudem wurden ICAM-1-transfizierte Sarkomzellen 
stärker von TILs lysiert als parentale Tumorzellen (Lefor und Fabian, 1998). Darüber 
hinaus hatte eine CBD-induzierte erhöhte ICAM-1-Expression auf den Lungentumor-
zellen eine geringere Anzahl von Metastasen zur Folge, wobei dieser Effekt durch 
einen ICAM-1-Antikörper aufgehoben wurde (Ramer et al., 2012). Umgekehrt 
reduzierte eine Herunterregulation der ICAM-1-Oberflächenexpression von Pankreas-
krebszellen durch TGF-β1 und die Blockade von ICAM-1 durch einen Antikörper die 
Adhäsion von und zytotoxische Lyse durch PBMCs in vitro und führte in vivo zur 
vermehrten Bildung von Lebermetastasen (Sawada et al., 2006). Demnach konnte in 
verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien also gezeigt werden, dass die ICAM-1-
Expression auf der Oberfläche von Tumorzellen eine entscheidende Rolle bei der Lyse 
von Tumor- durch Immunzellen spielt und dass eine geringe ICAM-1-Expression dazu 
beiträgt, dass Tumorzellen durch das Immunsystem nicht erkannt werden. Darüber 
hinaus verringerte eine erhöhte ICAM-1-Expression das Wachstum und das 
metastatische Potential von Tumorzellen. Demzufolge wurde die Bedeutung der  
ICAM-1-Expression von Tumorzellen auch in klinischen Studien ersichtlich. So hatten 
Kolorektal- und Magenkrebspatienten mit ICAM-1-positiven Tumoren signifikant 
weniger Lymphknoten- und Lungenmetastasen und zugleich eine höhere Anzahl von 
TILs als Patienten mit ICAM-1-negativen Tumoren, womit auch die Prognose für 
letztere schlechter war (Fujihara et al., 1999; Maeda et al., 2002). Im Einklang damit 
verringerte eine niedrige ICAM-1-Expression auf Magenkrebszellen die LFA-1-
abhängige Adhäsion von und zytotoxische Lyse durch Lymphozyten (Fujihara et al., 
1998). In anderen Studien konnte ebenfalls eine Korrelation zwischen der ICAM-1-
Expression und der Infiltration von Lymphozyten in den Tumor von Patienten mit 
Kolorektalkrebs (Shibata et al., 1996; Maurer et al., 1998) und Nierenzellkarzinom 
(Tomita et al., 1990) gezeigt werden. Zudem korrelierte die ICAM-1-Expression im 
Tumor auch bei Brustkrebspatienten negativ mit der Tumorgröße und Lymphknoten-
metastasierung und Patienten mit ICAM-1-positiven Tumoren hatten längere rück-
fallfreie Phasen und eine positivere Prognose als Patienten mit ICAM-1-negativen 
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Tumoren (Ogawa et al., 1998). Des Weiteren war die Coexpression von MHC-I und 
ICAM-1 mit rückfallfreiem Überleben von Patienten mit Speiseröhrenkrebs und einer 
erhöhten Anzahl von TILs verbunden (Hosch et al., 1997). Folglich scheint die ICAM-1-
Expression auf der Tumorzelloberfläche eine erhöhte Infiltration von Lymphozyten in 
den Tumor und daher eine verstärkte Tumorabwehr zur Folge zu haben, was 
gleichzeitig eine bessere Prognose für die Krebspatienten bedeutet. So besitzen TILs 
antitumorigene Aktivität und sind mit einer besseren Prognose bei Brust- (Mahmoud et 
al., 2011), Kolorektal- (Naito et al., 1998; Diederichsen et al., 2003; Pagés et al., 2009), 
Eierstock- (Zhang et al., 2003; Sato et al., 2005) und Speiseröhrenkrebs (Schumacher 
et al., 2001; Ashida et al., 2006), beim Nierenzellkarzinom (Nakano et al., 2001) und 
bei Lungen- (Kawai et al., 2008) und Pankreaskrebs (Fukunaga et al., 2004) assoziiert. 
Neben diesen Studien, die zeigen, dass eine hohe ICAM-1-Expression sich negativ auf 
die Tumorprogression auswirkt, eine verstärkte Abwehrantwort von Immunzellen 
hervorruft und somit mit einer besseren Prognose für die Patienten einhergeht, gibt es 
aber auch Arbeiten mit gegenteiligen Ergebnissen. So korrelierte das ICAM-1-
Proteinlevel auf der Oberfläche von humanen Brustkrebszelllinien positiv mit dem 
metastatischen Potential dieser Zellen, so dass eine ICAM-1-Herunterregulation oder 
ICAM-1-Blockade mit einem Antikörper zu einer verringerten Invasion der Zellen führte 
(Rosette et al., 2005). Übereinstimmend damit war eine hohe ICAM-1-Expression mit 
einem aggressiveren Tumorphänotyp und einer ungünstigeren Prognose assoziiert 
(Schröder et al., 2011). Weiterhin hatte eine TNF-α-induzierte oder durch Transfektion 
mit dem ICAM-1-Gen hervorgerufene erhöhte ICAM-1-Expression auf Lungentumor-
zellen eine höhere Invasivität der Zellen in vitro und eine verstärkte Metastasierung 
in vivo zur Folge, wobei beide Effekte u. a. durch einen ICAM-1-Antikörper inhibiert 
wurden (Huang et al., 2004; Lin et al., 2006). In einer kürzlich veröffentlichten Studie 
wurde eine erhöhte ICAM-1-Expression v. a. in der invasiven Randregion des oralen 
Plattenepithelzellkarzinoms gefunden. Diese korrelierte dabei mit der Angiogenese, 
Tumorzellinvasion, Lymphknotenmetastasierung und Makrophageninfiltration, wobei 
ICAM-1 als Adhäsionsmolekül bei der Interaktion von Makrophagen und Tumorzellen 
agierte (Usami et al., 2013). Dabei scheinen hier die tumorassoziierten Makrophagen 
(TAMs), die bis zu 50 % der Tumormasse ausmachen können, die Progression des 
Tumors zu unterstützen. Diesbezüglich wurde gezeigt, dass TAMs die Tumorzell-
proliferation und Angiogenese fördern und zum Abbau der extrazellulären Matrix und 
so zur Invasion und Metastasierung beitragen und auch die adaptive Immunität 
supprimieren können (Mantovani et al., 2006; Allavena et al., 2008; Solinas et al., 
2009; Qian et al., 2010). Des Weiteren war die ICAM-1-Expression bei malignen 
Melanomen stärker als bei gutartigen und nahm mit steigender Tumormasse zu (Natali 
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et al., 1990; Natali et al., 1997), wobei Patienten mit Tumoren, die eine höhere ICAM-1-
Expression aufwiesen, mehr Metastasen, kürzere rückfallfreie Phasen und eine 
schlechtere Überlebensprognose als Patienten mit ICAM-1-negativen Tumoren hatten 
(Natali et al., 1997). In diesem Zusammenhang wurde die Hypothese aufgestellt, dass 
eine de novo-Expression von ICAM-1 durch Melanomzellen zu einer Interaktion mit 
Leukozyten führt, die den Verlust der Integrität und das Ablösen von Tumorzellen zur 
Folge hat, wodurch die Metastasierung unterstützt wird (Johnson et al., 1989).  
Andererseits wurde aber auch gezeigt, dass Melanomzellen sICAM-1 freisetzen 
können und dass die sICAM-1-Abgabe in vivo positiv mit dem Tumorwachstum 
korreliert (Giavazzi et al., 1992). Somit könnte die schlechte Prognose, die mit erhöhter 
ICAM-1-Expression durch Melanomzellen gezeigt wurde, auch in der Abgabe von 
sICAM-1 begründet liegen. Dies wird dadurch gestützt, dass aufgereinigtes sICAM-1 
und zellfreie Überstände von Melanomzellkulturen, die abgespaltenes ICAM-1 
enthielten, die Adhäsion von NK- an Leukämiezellen wie auch die zwischen LAK- und 
Melanomzellen und folglich auch die zytotoxische Lyse der Krebszellen inhibierten. Die 
Abgabe von sICAM-1 könnte somit ein protektiver Mechanismus sein, der es 
Tumorzellen ermöglicht, der Immunüberwachung und Zerstörung durch zytotoxische 
Immunzellen zu entgehen (Becker et al., 1991). Zudem wurde in einer Studie mit 
kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Lungentumorzelllinien gezeigt, dass die durch 
TNF-α induzierte ICAM-1-Hochregulation in Tumorzellen ohne sICAM-1-Abgabe (z. B. 
H460, H211) eine signifikant erhöhte Adhäsion und Zytotoxizität von LAK-Zellen zur 
Folge hatte, die durch ICAM-1- bzw. LFA-1-Antikörper blockiert werden konnten. 
Dagegen hatte die Hochregulation der ICAM-1-Expression in Tumorzellen mit (hoher) 
sICAM-1-Abgabe (z. B. H838) keinen Einfluss auf die Adhäsion und Zytotoxizität von 
LAK-Zellen. Als mögliche Erklärung führten die Autoren an, dass das von Tumorzellen 
abgegebene sICAM-1 mit dem LFA-1 auf den LAK-Zellen interagiert und es den 
Tumorzellen so ermöglicht, der Interaktion mit zytotoxischen Zellen zu entkommen, 
wohingegen dies bei Tumorzellen ohne signifikante sICAM-1-Abgabe nicht der Fall ist 
(Melis et al., 1996). Demnach weisen H460-Zellen also keine Abgabe von sICAM-1 
auf, was auch durch die Ergebnisse dieser Arbeit gestützt wird, denn die erhöhte 
ICAM-Expression hatte auch hier eine erhöhte LAK-Zell-vermittelte Lyse der Zellen zur 
Folge. In Bezug auf die eigenen Daten zeigen A549- und HROBML03-Zellen wahr-
scheinlich auch keine erhöhte sICAM-1-Freisetzung, da diese Zellen nach Behandlung 
mit Cannabinoiden ebenfalls stärker lysiert wurden. Darüber hinaus scheinen 
Cannabinoide die Abspaltung von sICAM-1 auch nicht zu induzieren, so wie es für die 
Zytokine IFN-γ, IL-1α und TNF-α gezeigt wurde (Lyons und Benveniste, 1998; Leung, 
1999). In Übereinstimmung mit den Arbeiten von Becker bzw. Melis und Kollegen 
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verringerte sICAM-1 auch in anderen Studien die NK-Zell-vermittelte Lyse von 
Melanom- (Altomonte et al., 1993) und Brustkrebszellen (Fiore et al., 2002). Zugleich 
stimulierte exogen injiziertes sICAM-1 das Wachstum von humanen Tumoren in vivo 
(Gho et al., 2001). In klinischen Studien war eine erhöhte Konzentration von sICAM-1 
im Serum von Krebspatienten mit dem Krankheitsstadium und/oder der Aggressivität 
des Tumors und einer schlechten Prognose bei Melanomen (Harning et al., 1991), 
Kolorektalkrebs (Sánchez-Rovira et al., 1998; Toiyama et al., 2008), malignen Lym-
phomen (Abdelrazik et al., 2008) und NSCLC (Shin et al., 2004) assoziiert. Darüber 
hinaus korrelierte eine hohe sICAM-1-Serumkonzentration in einigen Studien positiv 
mit der Metastasierung und bedeutete eine schlechtere Prognose für Patienten mit 
Nierenzellkarzinom (Heicappel et al., 1994), Kolorektal- (Alexioua et al., 2001), Magen- 
(Nakata et al., 1998; Maruo et al., 2002) und Brustkrebs (Zhang und Adachi, 1999), mit 
hepatozellulären Karzinomen (Sun et al., 1999) und NSCLC (Grothey et al., 1998). 
Letztlich kann man schlussfolgern, dass das Adhäsionsmolekül ICAM-1 eine wichtige 
Rolle bei der Tumorabwehr durch das Immunsystem spielt, auch wenn z. T. kontro-
verse Ergebnisse veröffentlicht wurden. Die negative oder positive Korrelation von 
ICAM-1 mit der Tumorprogression könnte sich durch unterschiedliche experimentelle 
Setups und eine unterschiedliche basale tumorspezifische ICAM-1-Expression von 
Tumorzellen erklären lassen. Außerdem kommt der löslichen und membrange-
bundenen Form von ICAM-1 eine unterschiedliche Bedeutung bei Wachstum und 
Ausbreitung von Tumoren und somit bei der Tumorabwehr zu. So wirkte sich eine 
erhöhte Oberflächenexpression von ICAM-1 in den meisten Fällen positiv, eine 
verstärkte sICAM-1-Freisetzung hingegen negativ auf die Abwehr von Tumorzellen 
aus. In Bezug auf die ICAM-1-Expression von Zellen sind Zytokine wie IFN-γ, IL-1 und 
TNF-α von wichtiger Bedeutung, da sie diese verstärken können (Dustin et al., 1986; 
Pober et al., 1986; Fabry et al., 1992; Chen et al., 2001). T- und NK-Zellen sind dabei 
die Hauptquelle für IFN-γ, das wiederum Monozyten bzw. Makrophagen, die IL-1α  und 
TNF-α freisetzen (Leung, 1999), und CTLs und NK-Zellen aktiviert (Vitolo et al., 1994). 
Da diese Immunzellen bei der Tumorabwehr aktiv sind, könnte es möglich sein, dass 
die durch Immunzellen freigesetzten Zytokine, ähnlich wie CBD, die ICAM-1-
Expression von Tumorzellen induzieren und so die Abwehr der Tumorzellen über 
Interaktion von ICAM-1 mit dem auf den Immunzellen exprimierten LFA-1 verstärken. 
Andererseits besteht die Möglichkeit, dass diese Zytokine zusätzlich die Abgabe von 
sICAM-1 durch Tumorzellen auslösen und die Zellen so der Interaktion mit den 
Immunzellen entgehen können, da das freigesetzte sICAM-1 ebenfalls mit dem LFA-1 
auf den Immunzellen interagieren kann (Melis et al., 1996). Dafür spricht, dass   
sICAM-1 ebenfalls aus fünf Ig-ähnlichen Domänen besteht, wobei LFA-1 mit Domäne 1 
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interagiert (Staunton et al., 1990). Die Freisetzung von sICAM-1 ist tumorzellspezifisch, 
d. h. nicht alle Tumorzellen geben sICAM-1 ab, auch nicht als Folge der Stimulation mit 
Zytokinen (Melis et al., 1996). Schließlich zeigen die Ergebnisse dieser und vieler 
anderen Studien die essentielle Bedeutung von ICAM-1 und LFA-1 bei der 
Tumorabwehr durch das Immunsystem. 
 
4.3 Rolle der CB-Rezeptoren und des TRPV1 bei der CBD-induzierten 
Tumorzelllyse 
Cannabinoide können ihre Effekte über die CB-Rezeptoren CB1 und CB2, über nur 
einen dieser Rezeptoren oder rezeptorunabhängig vermitteln. Einige Cannabinoide 
zeigen darüber hinaus Aktivität am Vanilloid-Rezeptor TRPV1. In dieser Arbeit wurde 
eine Involvierung der beiden CB-Rezeptoren CB1 und CB2 und des TRPV1 bei der 
Vermittlung der Wirkung von CBD auf die ICAM-1-Expression und die LAK-Zell-
vermittelte Lyse von Tumorzellen untersucht, da diese Rezeptoren auch bei der CBD-
induzierten Inhibition der Tumorzellinvasion eine Rolle spielen (Ramer et al., 2010a 
und b). Zudem konnte kürzlich gezeigt werden, dass CBD die ICAM-1-Proteinhoch-
regulation über diese drei Rezeptoren vermittelt (Ramer et al., 2012). Demzufolge 
konnte unter Verwendung von entsprechenden Antagonisten gegen CB1, CB2 und 
TRPV1 auch in dieser Arbeit eine Beteiligung der drei Rezeptoren bei der LAK-Zell-
vermittelten Lyse von CBD-behandelten Tumorzellen gezeigt werden. Dabei löste CBD 
über die genannten Rezeptoren eine Hochregulation der ICAM-1-Oberflächen-
expression aus, wodurch die Adhäsion von LAK- an Tumorzellen und folglich die Lyse 
der Tumorzellen erhöht wurde. Die zusätzliche Behandlung der Tumorzellen mit den 
Rezeptorantagonisten AM251 (CB1-Antagonist), AM630 (CB2-Antagonist) bzw. 
Capsazepin (TRPV1-Antagonist) verringerte die ICAM-1-Proteinexpression und die 
Lyse von CBD-behandelten Tumorzellen. 
Bei AM251 handelt es sich um ein Analogon des CB1-Antagonisten SR141716A 
(Rimonabant). AM251 weist eine höhere Affinität zum CB1- als zum CB2-Rezeptor auf 
(Gatley et al., 1996; Lan et al., 1999), kann sich allein verabreicht auch als inverser 
Agonist am CB1-Rezeptor verhalten und ist im Gegensatz zu AM630 in der Lage, den 
GPR55 zu aktivieren (Pertwee, 2010). AM630 ist ein selektiver CB2-Antagonist, der 
eine 165-fach höhere Affinität für CB2 gegenüber CB1 besitzt und sich allein als 
inverser Agonist am CB2- und als partieller Agonist am CB1-Rezeptor verhält (Ross et 
al., 1999). Abhängig von den Bedingungen und v. a. der Aktivität des Rezeptors kann 
sich AM630 als Agonist, Antagonist oder inverser Agonist am gleichen Rezeptor (CB2) 
verhalten (Bolognini et al., 2012). Zudem scheinen mikromolare Konzentrationen von 
AM630 über CB1-vermittelte Effekte blockieren zu können, was für eine antagoni-
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sierende Wirkung am CB1 spricht (Murataeva et al., 2012). Capsazepin wurde als 
spezifischer Antagonist der Capsaicin-Aktivität am TRPV1 beschrieben (Bevan et al., 
1992) und kann ebenfalls Effekte von CBD aufheben (Bisogno et al., 2001).  
Rolle von TRPV1 
Im Einklang damit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der TRPV1 bei der CBD-
induzierten LAK-Zell-vermittelten Tumorzelllyse involviert ist, da Capsazepin diese 
blockierte. Dabei verhält sich CBD, verglichen mit Capsaicin, als voller Agonist am 
TRPV1 und induziert den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration – ein Effekt, 
der ebenfalls durch Capsazepin aufgehoben wurde (Bisogno et al., 2001). Die 
Eigenschaft von CBD, sich als voller Agonist am TRPV1 zu verhalten, tritt bei 
Konzentrationen auf, die durch in vivo verabreichte Dosen (10-50 mg/kg Mensch) 
erreicht werden können, wobei diese geringer sind als die, die für CB-Rezeptor-
aktivierung benötigt werden (Bisogno et al., 2001). Dementsprechend konnte eine 
Involvierung von TRPV1 bei der Vermittlung von CBD-Effekten auch in anderen 
Studien gezeigt werden. So spielte die Aktivierung von TRPV1 bei der antiproliferativen 
Wirkung von CBD auf Brustkrebszellen eine Rolle (Ligresti et al., 2006). Weiterhin war 
der TRPV1 bei der Vermittlung der analgetischen (Costa et al., 2004 und 2007) und 
antiinvasiven Wirkung von CBD beteiligt (Ramer et al., 2010a und b). 
Rolle der CB-Rezeptoren CB1 und CB2 
Wie in dieser Arbeit gezeigt, waren neben TRPV1, der direkt durch CBD aktiviert 
werden kann, auch der CB1- und CB2-Rezeptor bei der Vermittlung der LAK-Zell-
vermittelten Lyse von CBD-behandelten Tumorzellen beteiligt, da die entsprechenden 
Antagonisten (AM251, AM630) diese verringerten bzw. aufhoben. Dem steht entgegen, 
dass durch Verdrängungsstudien mit radioaktiv markierten CB-Rezeptoragonisten für 
CBD im Vergleich zu anderen Cannabinoiden nur eine sehr geringe Affinität zu den 
CB-Rezeptoren nachgewiesen werden konnte (Showalter et al., 1996; Thomas et al., 
1998; Bisogno et al., 2001). Dennoch zeigen die Daten dieser Studie eine Involvierung 
der Rezeptoren bei der Induktion der ICAM-1-Expression durch Tumorzellen, wie sie 
bereits zuvor gezeigt werden konnte (Ramer et al., 2012), und bei der LAK-Zell-
vermittelten Lyse von CBD-behandelten Tumorzellen. Eine Beteiligung der CB-Rezep-
toren bei CBD-vermittelten Effekten konnte auch in anderen Arbeiten gezeigt werden. 
So wurde die CBD-induzierte Modulation der Zytokinfreisetzung von Makrophagen 
über beide Rezeptoren vermittelt und die durch CBD verringerte Chemotaxis der 
Makrophagen durch Antagonisierung des CB2-Rezeptors verhindert (Sacerdote et al., 
2005). Des Weiteren wurde die antiproliferative Wirkung von CBD auf humane 
Gliomzellen (Massi et al., 2004) und der proapoptotischer Effekt von CBD auf 
Leukämiezellen über den CB2-Rezeptor vermittelt (McKallip et al., 2006). Der antiproli-
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ferative Einfluss von CBD auf Brustkrebszellen wurde durch Verwendung eines CB2-
Antagonisten verringert (Ligresti et al., 2006). Ferner spielte der CB2-Rezeptor auch bei 
der CBD-induzierten Migration von mesenchymalen Stammzellen eine Rolle (Schmuhl 
et al., 2014). Zudem erfolgte die CBD-induzierte Inhibition der Invasion von Zervikal- 
und Lungenkarzinomzellen nicht nur über TRPV1, sondern auch über die beiden CB-
Rezeptoren (Ramer et al., 2010a und b). Die genannten Effekte suggerieren v. a. eine 
Involvierung des CB2-Rezeptors bei CBD-vermittelten Wirkungen. Dies steht im 
Einklang damit, dass für CBD eine höhere Affinität zum CB2- als zum CB1-Rezeptor 
nachgewiesen werden konnte (Showalter et al., 1996; MacLennan et al., 1998). In 
anderen Arbeiten wurde aber auch gezeigt, dass sich CBD als potenter Antagonist von 
CB-Rezeptoragonisten und als inverser Agonist am CB2-Rezeptor verhalten kann 
(Pertwee et al., 2002; Thomas et al., 2007). 
Somit vermittelt CBD verschiedene Effekte wie antiproliferative, proapoptotische, 
antiinvasive und, wie in dieser Arbeit gezeigt, die Hochregulation von ICAM-1 und die 
damit einhergehende Lyse von Lungentumorzellen u. a. über den CB1- und CB2-
Rezeptor, trotz geringer Affinität zu diesen Rezeptoren. Aufgrund dieser niedrigen 
Rezeptoraffinität von CBD könnte die Aktivierung der CB-Rezeptoren indirekt erfolgen, 
z. B. durch Erhöhung des Endocannabinoidlevels, durch inhibitorische Effekte auf die 
enzymatische AEA-Hydrolyse oder die AEA-Aufnahme durch Zellen (Bifulco et al., 
2004). Die Hydrolyse von AEA wird durch die FAAH katalysiert (Cravatt et al., 1996), 
die auch in der Lage ist, andere Fettsäureamide (z. B. PEA, OEA) und 2-AG zu spalten 
(Maurelli et al., 1995; Cravatt et al, 1996; Bisogno et al., 1997; Goparaju et al., 1999; 
Saghatelian et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass CBD die FAAH-Aktivität (Watanabe 
et al., 2005) und -Expression (de Filippis et al., 2008) inhibieren kann. In anderen 
Arbeiten inhibierte CBD zusätzlich zur AEA-Hydrolyse auch dessen Aufnahme durch 
Zellen (Bisogno et al., 2001; Ligresti et al., 2006). Dementsprechend blockierte CBD 
die AEA-Aufnahme über einen möglichen AEA-Membrantransporter mit vergleichbarer 
Potenz wie AM404 (Rakhshan et al., 2000), einem selektiven AEA-Transportinhibitor 
ohne Wirkung auf die FAAH-Aktivität (Beltramo et al., 1997). Die Inhibition des AEA-
Metabolismus durch CBD hätte demnach zur Folge, dass AEA und andere mögliche 
Substrate der FAAH im extrazellulären Raum akkumulieren und so eine verstärkte 
Aktivierung der CB-Rezeptoren bewirken, die dann, wie auch in dieser Arbeit gezeigt, 
durch entsprechende Rezeptorantagonisten blockiert werden kann. Die Folge der 
Inhibition des AEA-Abbaus und einer möglichen Akkumulation von AEA auf die LAK-
Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen wurde dementsprechend auch mit Hilfe des 
FAAH-Inhibitors AA-5HT und durch Versuche mit eCBs, dabei insbesondere AEA, und 
eCB-ähnlichen Verbindungen untersucht. Die Behandlung der Tumorzellen mit diesen 
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Substanzen resultierte dabei ebenfalls in einer gesteigerten Lyse entsprechend 
behandelter Zellen. Darüber hinaus wurde die durch AA-5HT induzierte erhöhte Lyse 
der Tumorzellen, ähnlich wie die von CBD, durch die beiden Rezeptorantagonisten 
AM251 und AM630 blockiert. Dies spricht für eine Aktivierung der CB-Rezeptoren, die 
sehr wahrscheinlich über die eCBs AEA und 2-AG erfolgt, da sowohl AEA als auch     
2-AG an die beiden Rezeptoren binden und diese aktivieren können (Mechoulam et al., 
1995; Showalter et al., 1996; Hillard et al., 1999; Ben-Shabat et al., 1998 Sugiura et al., 
2006). In diesem Zusammenhang blockierten die verwendeten Rezeptorantagonisten 
auch die AEA-induzierte Lyse der Tumorzellen, was eine Rezeptoraktivierung durch 
AEA und die Möglichkeit einer inhibitorischen Wirkung von CBD auf den Metabolismus 
von AEA (und/oder ähnlicher Verbindungen) untermauert. Zudem kann PEA, das durch 
FAAH-Inhibition auch akkumulieren kann und keine Affinität zu den beiden CB-Rezep-
toren besitzt (Felder et al., 1993; Sugiura et al., 2000), die Aktivierung der Rezeptoren 
durch AEA verstärken (Lambert und Di Marzo, 1999; Smart et al., 2002). Dies erfolgt 
vermutlich durch eine blockierende Wirkung auf den AEA-Abbau, die durch Konkurrenz 
um die katalytische Aktivität der FAAH entsteht (Costa et al., 2008). Ähnliches konnte 
auch für OEA, das ebenfalls keine Affinität zu den CB-Rezeptoren besitzt (Sheskin et 
al., 1997; Lambert et al., 1999), gezeigt werden (Jonsson et al., 2003). Somit könnte 
eine Akkumulation von eCBs und eCB-ähnlichen Verbindungen durch Inhibition des 
abbauenden Enzyms FAAH, die durch AA-5HT und möglicherweise durch CBD 
verursacht wird, eine Aktivierung der Rezeptoren zur Folge haben. 
Bei AA-5HT handelt es sich um ein synthetisches Arachidonsäurederivat, das  
zunächst als potenter stabil aber nicht-kovalent bindender kompetitiver Inhibitor der 
FAAH und somit der AEA-Hydrolyse in intakten Zellen und in zellfreien Präparationen 
(IC50 = 6–25 µM) identifiziert wurde, wobei es selbst keine Aktivität an den CB-
Rezeptoren aufweist (Bisogno et al., 1998). Später zeigten Maione et al. (2007), dass 
AA-5HT sich auch als Antagonist am humanen TRPV1 (IC50 = 36,8–39,9 nM gegen 
100 nM für Capsaicin) verhält und die Aktivität von Capsaicin und AEA an diesem 
Vanilloid-Rezeptor antagonisiert. Damit besitzt AA-5HT eine duale Aktivität als FAAH-
Inhibitor und TRPV1-Antagonist. Die FAAH-Inhibition durch AA-5HT führte zu einer 
Erhöhung der AEA-Konzentration und einer indirekten Aktivierung von CB1, die durch 
AM251 aufgehoben wurde (Maione et al., 2007). Darüber hinaus wurde auch in 
anderen Studien gezeigt, dass AA-5HT die Konzentration von eCBs erhöhen kann (de 
Lago et al., 2005; Suplita et al., 2005; de Novellis et al., 2008). Bifulco et al. (2004) 
zeigten, dass AA-5HT das Wachstum von Tumorxenografts in vivo inhibiert, wobei 
dieser Effekt mit signifikant erhöhten eCB-Konzentrationen (AEA, 2-AG, PEA) in den 
Tumoren einherging. Darüber hinaus wurde die antiproliferative Wirkung von AA-5HT 
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und eCBs (2-AG, Met-F-AEA) teilweise über CB1 vermittelt (Bifulco et al., 2004). 
Zudem erhöhte AA-5HT das eCB-Level in Kolorektalkrebszellen und inhibierte deren 
Proliferation über CB1-Aktivierung (Ligresti et al., 2003). Die angstlösende Wirkung von 
AA-5HT, die durch AM251 aufgehoben wurde, war ebenfalls mit einem Anstieg von 
AEA und 2-AG assoziiert (Micale et al., 2009) und die entkrampfende Wirkung wurde 
auch durch AM251 blockiert (Vilela et al., 2014). Diese Arbeiten zeigen, dass die 
Inhibition der FAAH durch AA-5HT mit einer Erhöhung der eCB-Konzentration und z. T. 
der Aktivierung von CB-Rezeptoren einherging. Ein entsprechender Effekt könnte auch 
durch CBD, das die FAAH-Aktivität (Watanabe et al., 2005) und -Expression (de 
Filippis et al., 2008) inhibieren kann, hervorgerufen werden. Dies könnte die Beteili-
gung des CB1- und CB2-Rezeptors bei der Vermittlung der ICAM-1-Hochregulation und 
der LAK-Zell-vermittelten Tumorzelllyse erklären. Darüber hinaus zeigen die Arbeiten 
auch, dass AA-5HT ähnliche Wirkungen wie CBD besitzt. Dies beinhaltet die durch   
AA-5HT vermittelte analgetische (Maione et al., 2007), antiproliferative (Bifulco et al., 
2004), anxiolytische (Micale et al., 2009) und antikonvulsive Wirkung (Vilela et al., 
2014). Die These der inhibitorischen Wirkung von CBD auf den eCB-Abbau wird 
dadurch zusätzlich unterstützt. 
Im Ergebnis lässt sich schlussfolgern, dass CBD die Hochregulation von ICAM-1 und 
die damit einhergehende LAK-Zell-vermittelte Lyse von Tumorzellen wahrscheinlich 
über direkte Aktivierung von TRPV1 und indirekte Aktivierung der CB-Rezeptoren 
durch Inhibition des AEA-Metabolismus bewirkt. Dennoch besteht die Möglichkeit, dass 
CBD bei einer Konzentration von 3 µM auch direkt an den CB-Rezeptoren agiert, da es 
eine gewisse Affinität zu den Rezeptoren ausweist (CB1: Ki = 4350 ± 390 nM; CB2: 
Ki = 2860 ± 1230 nM), die im Vergleich zu AEA jedoch sehr gering ist (CB1: 
Ki = 89 ± 10 nM; CB2: Ki = 371 ± 102 nM) (Showalter et al., 1996). 
Eigeneffekt der Rezeptorantagonisten und Viabilitäten 
Ein möglicher Eigeneffekt der verwendeten Rezeptorantagonisten (AM251, AM630, 
Capsazepin) auf die zytotoxische Lyse und ICAM-1-Proteinexpression der Tumorzellen 
konnte durch Experimente ohne CBD-Stimulation ausgeschlossen werden, da die 
Antagonisten allein keinen entscheidenden Einfluss auf beide Parameter zeigten. 
Demnach blockierten sie die Wirkung von CBD auf die Lyse und ICAM-1-Protein-
expression ohne von sich aus eine inhibitorische Wirkung zu vermitteln. Die geringe, 
aber dennoch signifikante Hochregulation der Lyse der HROBML03-Zellen bei 
Kombination von AM251 und AM630 lässt sich möglicherweise dadurch erklären, dass 
sich AM630 unter bestimmten Bedingungen auch als Agonist am CB2-Rezeptor 
verhalten kann (Bolognini et al., 2012). Die Viabilitätstests zur Wirkung von CBD in 
Zusammenhang mit den Rezeptorantagonisten zeigen ebenfalls, dass die Anta-
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gonisten allein keine bzw. im Fall von A549 eine eher stimulierende Wirkung hatten. 
Zudem konnten auch keine signifikanten Effekte in Kombination mit CBD beobachtet 
werden, so dass die inhibitorische Wirkung der Rezeptorantagonisten auf die Lyse der 
Tumorzellen nicht von zusätzlichen Effekten auf die Viabilität beeinflusst wurde. 
Darüber hinaus zeigt dies, dass die gesteigerte Lyse von CBD- im Vergleich zu 
vehikelbehandelten Tumorzellen nicht auf die Verringerung der Viabilität der Tumor-
zellen zurückzuführen ist, da die Viabilität der Tumorzellen durch CBD in Kombination 
mit den Antagonisten im gleichen Ausmaß verringert, die spezifische Lyse aber 
dennoch inhibiert wurde. Ähnliches gilt auch für die Inhibitionsversuche mit AA-5HT 
und AEA. 
Andere mögliche Bindestellen für CBD 
Neben der direkten Aktivierung von TRPV1 und wahrscheinlich indirekten von CB1 und 
CB2 konnten auch andere Rezeptoren als Ziele für die Vermittlung von CBD-Effekten 
ausgemacht werden. So verhält sich CBD als Agonist am humanen 5HT1A-Rezeptor 
und kann mit ähnlicher Rezeptorbesetzung wie der Agonist Serotonin die GTP-Bindung 
an das rezeptorgekoppelte Gi/o-Protein erhöhen und so die cAMP-Produktion verrin-
gern (Russo et al., 2005). Demnach vermittelt CBD seine angstlösenden Effekte über 
diesen Rezeptor (Gomes et al., 2011). Ein weiteres Ziel für CBD stellt PPAR-γ dar. So 
verursachte CBD eine z. T. über PPAR-γ vermittelte Vasorelaxation in isolierten 
Aorten. Zudem kann CBD die transkriptionelle Aktivität von PPAR-γ erhöhen, direkt an 
PPAR-γ binden und eine PPAR-γ-vermittelte Differenzierung von Fibroblasten zu 
Adipozyten stimulieren (O'Sullivan et al., 2009). CBD agiert damit wie THC als Ligand 
von PPAR-γ (O'Sullivan et al., 2005). Ferner kann der GPR55-Rezeptor (Sawzdargo et 
al., 1999) von Cannabinoiden wie AEA, abnormal CBD und THC aktiviert werden, 
wohingegen CBD als Antagonist an diesem Rezeptor agierte (Ryberg et al., 2007). 
Eine inhibitorische Wirkung von CBD am GPR55 wurde auch bei der Migration von 
mesenchymalen Stammzellen gezeigt (Schmuhl et al., 2014). 
 
4.4 Antitumorigene Wirkungen von Cannabinoiden 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Cannabinoide in Zusammenhang mit 
der Tumorabwehr durch das Immunsystem eine wichtige Rolle spielen. So vermitteln 
sie die Hochregulation des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 und erhöhen die LAK-Zell-
vermittelte zytotoxische Lyse von Tumorzellen. Dabei hatte die Stimulation der 
Lungentumorzellen mit den Phytocannabinoiden THC und CBD, den synthetischen 
Cannabinoiden MA, JWH133 und WIN55,212-2 und den eCB (AEA, 2-AG) oder eCB-
ähnlichen Verbindungen (OEA, PEA) eine gesteigerte Tumorzelllyse verglichen mit der 
vehikelbehandelter Tumorzellen zur Folge. Demnach besitzen Cannabinoide 
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antitumorigene Aktivität auf Ebene der Tumorimmunüberwachung, da sie durch   
ICAM-1-Hochregulation in den Tumorzellen zur erhöhten Adhäsion von Immunzellen 
und damit zur Eliminierung der Tumorzellen beitragen. Eine entsprechende Wirkung 
konnte auch für den FAAH-Inhibitor AA-5HT belegt werden.  
Eine tumorregressive Wirkung von Cannabinoiden wurde bereits 1975 gezeigt. So 
inhibierten Δ9-THC, Δ8-THC und Cannabinol das Tumorzellwachstum in vitro und 
in vivo (Munson et al., 1975). Doch erst die Entdeckung des Endocannabinoidsystems 
Anfang der 1990er Jahre hatte eine verstärkte Forschung auf dem Gebiet der 
antikanzerogenen Eigenschaften von Cannabinoiden zur Folge. Dabei können 
Cannabinoide regressiv auf die Proliferation, v. a. durch Induktion von Apoptose, auf 
die Invasion und Metastasierung und auf die Angiogenese wirken (Reviews: Freimuth 
et al., 2010; Velasco et al., 2012) – Prozesse, die bei der Tumorprogression von 
entscheidender Bedeutung sind.  
Demnach inhibierten Cannabinoide wie AEA, 2-AG, CP55,940, WIN55,212-2 und 
JWH015 die Proliferation von Gliomzellen (Jacobsson et al., 2001). Des Weiteren 
verursachten AEA, MA, 2-AG und HU-210 eine Inhibition der Proliferation von 
humanen Brustkrebszellen in vitro (De Petrocellis et al., 1998) und JWH133 verringerte 
das Wachstum von Gliomzellen in vivo (Sánchez et al., 2001). Darüber hinaus hatte 
AEA eine antiproliferative Wirkung auf metastatische Prostatakrebszellen (Mimeault et 
al., 2003) und THC und JWH015 verringerten das Wachstum von hepatozellulären 
Karzinomzellen in vitro und in vivo (Vara et al., 2011). Die Inhibition der Proliferation 
von Tumorzellen erfolgt dabei in erster Linie durch Induktion von Apoptose in den 
betreffenden Zellen. So induzierte AEA Apoptose in Zervikalkarzinom- (Contassot et 
al., 2003), Neuroblastom- und Lymphomzellen (Maccarrone et al., 2000). MA löste in 
humanen Neurogliom- (Hinz et al., 2004) und wie JWH015, das auch in vivo das 
Tumorwachstum inhibierte, in Prostatakrebszellen aus (Olea-Herrero et al., 2009). Das 
Phytocannabinoid THC induzierte ebenfalls Apoptose in Gliom- (Sánchez et al., 1998; 
Galve-Roperh et al., 2000) und Prostatakarzinomzellen (Ruiz et al., 1999) und 
inhibierte die Proliferation von Brustkrebszellen durch CB2-abhängige Induktion der 
Apoptose (Caffarel et al., 2006). Zusätzlich inhibierten THC und WIN55,212-2 das 
Melanomzellwachstum in vitro und WIN55,212-2 und JWH133 durch Induktion von 
Apoptose in vivo (Blázquez et al., 2006). Die Cannabinoide THC, HU-210 und AEA 
induzierten Apoptose in murinen und humanen Lymphomzellen, wobei THC das 
Tumorwachstum auch in vivo reduzierte (McKallip et al., 2002). Neben der Induktion 
der Apoptose beeinflussen Cannabinoide auch das invasive und metastatische 
Potential von Tumorzellen. So inhibierte Met-F-AEA die Migration von Brustkrebszellen 
in vitro und deren Metastasierung in vivo (Grimaldi et al., 2006; Laezza et al., 2008). Im 
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Einklang damit inhibierten 2-AG und WIN55,212-2 die Migration von Zervikalkarzi-
nomzellen in vitro (Rudolph et al., 2008) und WIN55,212-2 die Metastasierung von 
Melanomzellen in vivo (Blázquez et al., 2006). Es wurde auch gezeigt, dass THC und 
WIN55,212-2 die Chemotaxis und Invasion von nicht-kleinzelligen Lungenkrebszellen 
in vitro und das Tumorwachstum und die Bildung von Lungenmetastasen in vivo 
inhibieren (Preet et al., 2008 und 2011). THC und MA wirkten zudem antiinvasiv auf 
Zervikal- und Lungentumorzellen (Ramer und Hinz, 2008). Ferner inhibierte 
WIN55,212-2 das Wachstum und die Metastasierung von Pankreastumorzellen 
(Carracedo et al., 2006) und die Invasion von Magenkrebszellen durch Herunter-
regulation der Expression der MMP-2 und von VEGF (Xian et al., 2010). Dabei spielen 
MMP-2 und VEGF eine wichtige Rolle bei der Angiogenese, die der Invasion und 
Metastasenbildung von Tumorzellen vorangeht. Dementsprechend wirkte Met-F-AEA 
antimetastatisch und antiangiogen auf Lungenkarzinomzellen, indem es die VEGF-
Signalgebung inhibierte (Portella et al., 2003). In einer anderen Studie wurde für Met-F-
AEA ebenfalls eine antiangiogene Aktivität gezeigt, wobei es die Aktivität der MMP-2, 
die Vaskularisation und die Proliferation von Endothelzellen unterdrückte (Pisanti et al., 
2007). Darüber hinaus inhibierten JWH133, WIN55,212-2, THC und HU-210 die 
Tumorangiogenese durch direkte Inhibition der Migration von vaskulären Endothel-
zellen, durch Induktion von Apoptose in diesen Zellen und durch Suppression der 
Expression von proangiogenen Faktoren (VEGF, Angiopoietin-2) und der MMP-2 durch 
die Tumorzellen (Blázquez et al., 2003; Casanova et al., 2003). Zusätzlich vermitteln 
die Proteine ICAM-1 und TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinases), wobei 
letzteres von Lungentumorzellen nach Cannabinoidbehandlung (CBD, JWH133, THC, 
MA) freigesetzt wird, antiangiogene Effekte auf Endothelzellen (Ramer et al., 2014). 
Die Studien zu den antitumorigenen Wirkungen zeigen, dass Cannabinoide 
antiproliferative, proapoptotische, antimigrative und -invasive, antimetastatische und 
antiangiogene Effekte vermitteln. Das nicht-psychoaktive Phytocannabinoid CBD, das 
von therapeutischem Interesse ist, besitzt ebenfalls diverse antikanzerogene 
Eigenschaften. So verursachte CBD eine Inhibition der Migration (Vaccani et al., 2005) 
und Proliferation von humanen Gliomzellen, wobei es in diesen Zellen Apoptose 
induzierte und das Gliomzellwachstum auch in vivo inhibierte (Massi et al., 2004). Die 
Induktion der Apoptose erfolgte dabei u. a. durch die Aktivierung von Caspasen, die 
Freisetzung von Cytochrom c und die frühe Produktion von ROS (Massi et al., 2006). 
Im Einklang damit induzierte CBD durch Aktivierung der Caspase-Kaskade mit 
Freisetzung von Cytochrom c und einer vermehrten Bildung von ROS auch in murinen 
und humanen Leukämiezellen Apoptose. In vivo führt eine CBD-Behandlung ebenfalls 
zur Apoptose und somit zu einem verringerten Tumorwachstum (McKallip et al., 2006). 
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CBD wirkte auch der Proliferation und Metastasierung von malignen Brustkrebszellen 
entgegen (Ligresti et al., 2006). Dementsprechend wurde auch in anderen Studien 
gezeigt, dass CBD die Proliferation und die Invasion von Brustkrebszellen (McAllister 
et al., 2007) und das Tumorvolumen und die Anzahl von Lungenmetastasen reduziert 
(McAllister et al., 2011). Übereinstimmend damit inhibierte CBD auch die Invasion von 
Gliomblastomzellen in vitro und die Progression des Glioms in vivo (Soroceanu et al., 
2013). Zusätzlich verringerte CBD die Viabilität von Brustkrebszellen, indem es 
Apoptose und Autophagie in den Zellen induzierte, wobei dies u. a. mit der Freisetzung 
von Cytochrom c und ROS und somit der Aktivierung des intrinsischen Apoptoseweges 
einherging (Shrivastava et al., 2011). Darüber hinaus verringerte CBD das Wachstum 
von Prostata- (De Petrocellis et al., 2011) und Kolorektalkarzinomzellen (Aviello et al., 
2012) durch Induktion von Apoptose (Sreevalsan et al., 2011). CBD induzierte auch 
Apoptose in Lungenkrebszellen und inhibierte das Tumorzellwachstum in vivo (Ramer 
et al., 2013). Zusätzlich verringerte es die Invasion von humanen Zervikalkarzinom- 
und Lungentumorzellen in vitro und führte in vivo zur Inhibition der Bildung von 
Lungenmetastasen (Ramer et al., 2010 und 2012). Wie andere Cannabinoide auch 
vermittelt CBD antiangiogene Effekte auf vaskuläre Endothelzellen (Solinas et al., 
2012; Ramer et al., 2014). So induzierte es die Endothelzellzytostase ohne Apoptose 
auszulösen oder einen toxischen Effekt auf die Zellen zu haben. Darüber hinaus 
inhibierte es die Migration und Invasion von Endothelzellen und die Ausbildung 
kapillarähnlicher Strukturen in vitro und in vivo. Diese Effekte waren mit Herunterregu-
lation von mit Angiogenese verknüpften Molekülen wie MMP-2 und -9, Urokinasetyp 
Plasminogen Aktivator, Endothelin-1 und Platelet-derived growth factor-AA (PDGF-AA) 
assoziiert (Solinas et al., 2012).  
In der vorliegenden Arbeit wurde zudem gezeigt, dass der FAAH-Inhibitor AA-5HT 
ebenso wie Cannabinoide die LAK-Zell-vermittelte Lyse von Lungentumorzellen erhöht 
und demnach, ob nun direkt oder indirekt über Erhöhung des Endocannabinoidlevels, 
antikanzerogene Eigenschaften besitzt. Im Einklang damit inhibierte AA-5HT die 
Proliferation von Gliomzellen (Jacobsson et al., 2001) und transformierten Schild-
drüsenzellen in vitro und das Wachstum von Tumorxenografts in vivo, wobei letzteres 
mit signifikant erhöhten Endocannabinoidkonzentrationen in den Tumoren einherging 
(Bifulco et al., 2004). Darüber hinaus erhöhte AA-5HT das Endocannabinoidlevel in 
Kolorektalkrebszellen und blockierte deren Proliferation (Ligresti et al., 2003). 
Cannabinoide vermitteln demnach diverse Effekte, die dem Tumorwachstum entgegen 
wirken. So können sie Apoptose induzieren und die Proliferation inhibieren. Darüber 
hinaus hemmen sie die Angiogenese, die eine Voraussetzung für das kontinuierliche 
Tumorwachstum und die Metastasierung von Tumorzellen darstellt. Hinzu kommt, dass 
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im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Cannabinoide die 
Immunüberwachung von Tumorzellen durch Hochregulation der ICAM-1-Expression 
auf deren Oberfläche verstärken und auch auf diese Weise der Tumorprogression 
entgegenwirken können. 
 
4.5 Cannabinoide und das Immunsystem 
In Bezug auf Immunzellen wurde in dieser Studie die Wirkung von CBD auf die LAK-
Zellen und dabei insbesondere auf deren Vitalität und Aktivität untersucht. Im Ergebnis 
konnte weder eine verringerte Vitalität noch eine Beeinträchtigung der zytotoxischen 
Aktivität der LAK-Zellen gegenüber den Lungentumorzellen beobachtet werden. 
Cannabinoide können die Funktion des Immunsystems auf verschiedene Weise 
beeinflussen (Reviews: Klein et al., 1998a und b; Croxford und Yamamura, 2005; 
Rieder et al., 2010; Tanasescu et al., 2010). Sie agieren v. a. als potente immuno-
suppressive und antiinflammatorische Agenzien und vermitteln positive Effekte bei 
vielen das Immunsystem betreffenden Krankheiten wie bei Multipler Sklerose, 
Diabetes, rheumatoider Arthritis und allergischem Asthma. Studien dieser Krankheits-
modelle zeigten, dass Cannabinoide ihre immunosuppressiven Eigenschaften über vier 
Hauptwege vermitteln: (1) Induktion der Apoptose, (2) Inhibition der Zellproliferation, 
(3) Inhibition der Zytokin- und Chemokinproduktion, (4) Induktion von regulatorischen 
T-Zellen (Rieder et al., 2010). Demnach inhibierte AEA die Proliferation (10–100 µM) 
von und löste Apoptose (ab 30 µM) in Lymphozyten aus (Schwarz et al., 1994). 
Ebenso induzierte auch THC (10–30 µM) Apoptose in Lymphozyten und Makropha-
gen (Zhu et al., 1998). Darüber hinaus kann THC Apoptose in Thymozyten (1–20 µM) 
und Splenozyten (10–20 µM) auslösen und in vivo (10–50 mg/kg) zur Atrophie von 
Thymus und Milz führen (McKallip et al., 2002; Do et al., 2004). CBD vermittelt 
ebenfalls proapoptotische Effekte und verstärkte so die Apoptose von frisch isolierten 
Lymphozyten (4–8 µM) (Wu et al., 2008) und Monozyten (4–16 µM), wohingegen 
Monozyten, die vor CBD-Behandlung 72 h präkultiviert wurden, unempfänglich für die 
Apoptoseinduktion (bei 16 µM CBD) waren (Wu et al., 2010). Des Weiteren induzierte 
CBD Apoptose auch in murinen Thymozyten (4–16 µM) (Lee et al., 2008). Gallily et al. 
(2003) hingegen zeigten, dass Monozyten aus gesunden Spendern im Gegensatz zu 
Leukämiezellen resistent gegenüber der CBD-induzierten Apoptose sind. Anhand 
dieser Studien lässt sich erkennen, dass Apoptose in Immunzellen v. a. durch hohe 
Cannabinoidkonzentrationen ausgelöst zu werden scheint. Dagegen waren die in 
dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen i. d. R. geringer und es konnte somit auch 
keine Beeinträchtigung der Vitalität der LAK-Zellen durch CBD ausgemacht werden. 
Neben der Induktion der Apoptose in Immunzellen können Cannabinoide die Frei-
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setzung einer Vielzahl proinflammatorischer Zytokine (IFN-γ, IL-1, IL-2, IL-6, TNF-α) 
inhibieren (Coxford und Yamamura, 2005). In Bezug auf CBD zeigte sich, dass diese 
Substanz die Zytokinfreisetzung von Makrophagen in vitro und in vivo moduliert, wobei 
es die IL-12-Produktion (proinflammatorisch) erhöhte und die von IL-10 (immunosup-
pressiv) verringerte (Sacerdote et al., 2005). Zudem verringerte CBD die Produktion 
von IL-8 und macrophage inflammatory protein-1α/β in B-Zellen sowie die IL-10-
Produktion von T-Zellen (Srivastava et al., 1998). THC- und CBD-Konzentrationen, die 
mit denen, die nach dem Rauchen von Marihuana im Plasma gefunden wurden   
(31,8–318 nM), vergleichbar sind, erhöhten die Konzentration von IFN-γ, wohingegen 
hohe Konzentrationen beider Cannabinoide (15,9–63,6 µM) die Synthese und/oder 
Freisetzung dieses Zytokins komplett inhibierten (biphasischer Effekt, s. u.) (Watzl et 
al., 1991). Kürzlich wurde auch gezeigt, dass CBD die induzierte Produktion von IL-2 
und IFN-γ durch aktivierte T-Zellen supprimiert (Kaplan et al., 2008). Cannabinoide 
können auch die Proliferation von Immunzellen beeinflussen. So supprimierte CBD die 
T-Zellproliferation in vitro (Jan et al., 2007). In frühen Studien, die sich auf die 
Untersuchung von T-Zellen aus Marihuana-Rauchern konzentrierten, konnten auf der 
einen Seite inhibitorische Effekte auf deren Proliferation und Sensitivität gegenüber 
Stimulation gezeigt werden (Nahas et al., 1974, Petersen et al., 1976), auf der anderen 
Seite konnten diese Effekte von anderen Autoren nicht bestätigt werden (White et al., 
1975; Lau et al., 1976). In einer Untersuchung, in der Nichtraucher Cannabinoide durch 
'bhang' über einem Zeitraum von 6–36 Monaten aufnahmen, äußerte sich der immuno-
modulatorische Effekt u. a. in einer Abnahme der absoluten Anzahl von mononukle-
ären Lymphozytensubpopulationen des peripheren Blutes. So war die Zahl der T-, B- 
und NK-Zellen in der 'bhang'- im Vergleich zur Kontrollgruppe verringert (El-Gohary 
und Eid, 2004). Neben den hier beschriebenen Wirkungen beeinflussen Cannabinoide 
auch die Antikörperbildung, die Proliferation und die Migration von B-Zellen (Klein et 
al., 1998b; Croxford und Yamamura, 2005). So verringerte CBD beispielsweise die 
Antikörperproduktion (IgM, IgG1, IgG2a) von B-Zellen in vivo (Jan et al., 2007). 
In Zusammenhang mit dieser Arbeit, in der die zytotoxische Lyse von Tumor- durch 
Immunzellen untersucht wurde, liegt der Fokus v. a. auf Cannabinoideffekten auf NK-
Zellen, insbesondere auf deren zytotoxische Aktivität. Dabei gibt es nur wenige 
Studien, die die Effekte von Cannabinoiden auf die Funktion von NK-Zellen untersucht 
haben, wobei diese Studien die Wirkung von THC und nicht von CBD analysierten. So 
führte die THC-Injektion in Mäuse zur Inhibition der zytotoxischen Aktivität von NK-
Zellen und zur Reduzierung des IFN-γ-Levels, wobei beide Effekte sowohl durch einen 
CB1- als auch durch einen CB2-Rezeptorantagonisten verringert wurden (Massi et al., 
2000). THC kann also die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen bei Involvierung der CB-
98  Diskussion 
Rezeptoren als Vermittler dieses Effektes inhibieren. CBD besitzt im Gegensatz zu 
THC aber nur eine sehr geringe Affinität zu CB1 und CB2 (Showalter et al., 1996; 
Thomas et al., 1998; Bisogno et al., 2001). Zudem konnte in dieser Arbeit keine 
Beeinträchtigung der Tumorzelllyse durch LAK-Zellen, die mit CBD behandelt wurden, 
beobachtet werden. Für THC wurde auch gezeigt, dass es wichtige IL-2-Funktionen 
wie die Stimulation der Lymphozytenproliferation, die Generation von LAK-Zellen und 
die Stimulation der zytotoxischen NK-Zell-Aktivität inhibieren kann. So hatten LAK-
Zellen, die vor der Cokultur mit den Zielzellen für 4 h mit THC inkubiert wurden, eine 
geringere zytotoxische Aktivität gegenüber Tumorzellen als unbehandelte LAK-Zellen. 
Zusätzlich supprimierte THC (16–32 μM) auch die zytolytische Aktivität einer NK-
Zelllinie (Kawakami et al., 1988). Die Inkubation von PBMCs mit THC (ca. 30 µM) 
resultierte ebenfalls in der Inhibition der zytotoxischen Aktivität gegenüber Tumor-
zellen, die jedoch durch IL-2-Inkubation verhindert werden konnte (Specter et al., 1986; 
Specter et al., 1989). THC unterdrückte zudem IL-2-abhängige Lymphozytenfunktionen 
und verringerte die Aktivität humaner NK- (31,8 μM) und LAK-Zellen (3,18–31,8 µM) 
(Trisler und Specter, 1994) sowie muriner Splenozyten (10–32 µM) (Klein et al., 1987). 
Dagegen konnten in einer anderen Studie keine signifikanten Effekte von THC auf die 
NK-Zell-Aktivität gegen Tumorzellen beobachtet werden (Dax et al., 1989) und THC-
Konzentrationen unter 10 µM hatten in vitro keinen Effekt auf die Zytotoxizität von NK-
Zellen und CTLs (Lu und Ou, 1989). Anhand dieser Daten ist zu erkennen, dass v. a. 
hohe THC-Konzentrationen eine Verringerung der zytotoxischen Aktivität von Immun-
zellen bewirkten. Die in dieser Arbeit verwendeten Cannabinoidkonzentrationen waren 
i. d. R. geringer und CBD hatte keinen Einfluss auf die zytolytische Aktivität der LAK-
Zellen.  
Die meisten Studien zeigen, dass Cannabinoide inhibitorische Effekte auf Immunzellen 
haben. Einige Studien weisen aber darauf hin, dass Cannabinoide stimulatorisch auf 
das Immunsystem wirken und somit wichtig für die Homöostase und Kontrolle von 
Immunreaktionen sein können (Coxford und Yamamura, 2005). So induzierte 2-AG die 
Migration von NK-Zellen. Dabei ist die NK-Zell-Migration zu infizierten oder entarteten 
Zellen von essentieller Bedeutung für die effektive zytotoxische Aktivität von Killer-
zellen (Kishimoto et al., 2005). Des Weiteren konnte eine erhöhte Plasmakonzentration 
von IL-12 in einigen mit Cannabinoiden behandelten MS-Patienten nachgewiesen 
werden (Killestein et al., 2003). Die Stimulation mit dem bakteriellen Lipopolysaccharid 
erhöhte die Produktion von AEA und 2-AG durch Immunzellen (Makrophagen, PBMCs 
und DCs) und reduzierte die FAAH-Expression in PBMCs. Die eCBs wirkten dann 
zusammen mit den freigesetzten proinflammatorischen Zytokinen als chemoattraktive 
Agenzien für Leukozyten und trugen zur Inflammation bei (Klein et al., 2005).  
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Der Widerspruch von inhibitorischen und stimulatorischen Cannabinoideffekten auf das 
Immunsystem könnte durch die biphasische Wirkung von Cannabinoiden erklärt 
werden. So wurden viele inhibitorische Cannabinoideffekte in vitro durch µM-Konzen-
trationen hervorgerufen, wohingegen stimulatorische Konzentrationen im nM-Bereich 
lagen, womit die Konzentrationen im µM-Bereich etwa 10-fach höher sind als die im 
Blut von Marihuana-Rauchern (Coxford und Yamamura, 2005). Es gibt diverse 
Studien, in denen die biphasische Wirkung von Cannabinoiden beobachtet wurde. So 
erhöhten niedrige THC-Konzentrationen die Proliferation von Lymphozyten, wohin-
gegen hohe Konzentrationen sie verringerten (Klein et al., 1985; Luo et al., 1992; Pross 
et al., 1992). Zusätzlich stimulierten nM-Konzentrationen von THC den Metabolismus 
von Lymphozyten (Oxidation von Glukose zu CO2, Phospholipidsynthese), wohingegen 
µM-Konzentrationen diesen inhibierten (Sánchez et al., 1997). Des Weiteren erhöhten 
niedrige THC- und CBD-Konzentrationen (31,8–318 nM) die IFN-γ-Produktion, 
während hohe Konzentrationen (15,9–63,6 µM) die Synthese und/oder Freisetzung 
dieses Zytokins hemmten (Watzl et al., 1991). Dementsprechend verstärkte die 
Behandlung von PBMCs mit nM-Konzentrationen von THC oder CBD die Phyto-
hämagglutinin (PHA)-stimulierte IFN-γ-Sekretion. Im Gegensatz dazu inhibierten µM-
Konzentrationen die PHA-induzierte Produktion dieses proinflammatorischen Zytokins 
(Jenny et al., 2009). Darüber hinaus führte die Behandlung von Ratten mit CP55,940 
bei einer Dosis von 0,4 mg/kg zur Inhibition der NK-Zell-Aktivität, wohingegen die halbe 
Dosis (0,2 mg/kg) keinen Effekt hatte (Patrini et al., 1997). 
Demnach scheinen niedrige Konzentrationen von Cannabinoiden, die bei in vivo-
Applikation erreicht werden können, eine eher stimulierende als inhibierende Wirkung 
auf das Immunsystem zu haben. Die durchschnittliche Plasmakonzentration von CBD 
bei täglicher Dosis von 10 mg/kg bewegte sich zwischen 18,7 und 35,6 nM (Consroe, 
1991a), wobei die in dieser Studie verwendeten 3 µM CBD die LAK-Zell-Aktivität, wie 
gezeigt (Abb. 3-6), auch nicht beeinträchtigten. 
 
4.6 Therapeutisches Potential von CBD bei der Krebsbehandlung 
Ein wichtiger Punkt bei möglicher therapeutischer Anwendung von Cannabinoiden ist 
ihr Einfluss auf gesunde Zellen und in Bezug auf diese Arbeit insbesondere auf deren 
ICAM-1-Expression. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass das Zytostatikum 
Cisplatin die ICAM-1-Expression in Endothelzellen hochreguliert, was zu einer 
erhöhten Interaktion von Endothelzellen und Leukozyten führt, die zu durch Cisplatin 
vermittelten Zytotoxizitäten wie der Beschädigung der Blutgefäße beitragen. So können 
Neutrophile nach Adhäsion ans Endothel Proteasen, toxische Sauerstoffmetabolite und 
vasoaktive Substanzen abgeben, die zusammen Blutungen, Gewebeverletzungen, 
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Ödeme und den Verlust der vaskulären Integrität bewirken können (Yu et al., 2008). 
Daher scheint die ICAM-1-Expression von gesunden Zellen von wichtiger Bedeutung 
zu sein. Um den Einfluss von Cannabinoiden, speziell von CBD, auf die ICAM-1-
Expression und die LAK-Zell-vermittelte zytotoxische Lyse von gesunden Zellen zu 
untersuchen, wurde in dieser Arbeit die Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B verwendet. 
Diese Zelllinie wurde von normalen Bronchialepithelzellen von nicht kanzerogenen 
Individuen durch Transfektion mit dem Adenovirus-12 SV40 Hybridvirus etabliert und 
als nicht kanzerogen charakterisiert (Reddel et al., 1988). So besitzen diese Zellen die 
typische Morphologie und viele funktionelle Charakteristika von Epithelzellen (Reddel 
et al., 1988; Atsuta et al., 1997; Schulz et al., 2002). BEAS-2B-Zellen zeigen darüber 
hinaus eine konstitutive ICAM-1-Expression, die durch Behandlung der Zellen mit den 
Zytokinen TNF-α, IL-1β oder IFN-γ erhöht werden kann (Atsuta et al., 1997; Subauste 
et al., 2001). In dieser Arbeit konnte kein oder nur ein geringer Einfluss von 
Cannabinoiden auf die ICAM-1-Proteinexpression von BEAS-2B-Zellen ermittelt 
werden. So führte die Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit 3 µM CBD zu einer etwa 
1,5-fachen und die mit 3 µM THC zu einer 1,4-fachen Hochregulation von ICAM-1, 
wohingegen MA die ICAM-1-Expression nicht veränderte. Im Vergleich dazu hatten die 
gleichen Cannabinoidkonzentrationen eine stärkere Hochregulation des ICAM-1-Levels 
in Lungentumorzellen zur Folge. So war das ICAM-1-Proteinlevel durch CBD-
Behandlung in A549-Zellen bis zu 6-fach (Abb. 3-9A), in H460-Zellen bis zu 11-fach 
(Abb. 3-8B) und in HROBML03-Zellen bis zu 9,2-fach (Abb. 3-9C) erhöht. Die 
Behandlung der Tumorzellen mit THC führte zu einer 3,3- (A549, Abb. 3-14A), 5,4- 
(H460, Abb. 3-14B) oder 3,9-fachen (HROBML03, Abb. 3-14B) und die mit MA zu einer 
2,6- (A549, Abb. 3-13A) oder 2,2-fachen (H460, Abb. 3-13B; HROBML03, Abb. 3-13C) 
Erhöhung der ICAM-1-Proteinexpression. Im Einklang mit dem geringen Einfluss von 
CBD, THC und MA auf die ICAM-1-Proteinexpression hatten diese Cannabinoide auch 
keinen Einfluss auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse der BEAS-2B-Zellen. Bezüglich der 
Viabilität der BEAS-2B-Zellen bewirkte CBD einen moderaten Abfall (83 ± 6 %), wobei 
dieses Cannabinoid die Viabilität der Tumorzellen meist in stärkerem Ausmaß 
verringerte (bis zu 50 % Viabilitätsverlust; siehe Angang unter 8.1). Des Weiteren hatte 
die Behandlung von Monozyten mit CBD eine 2-fache Erhöhung der ICAM-1-Protein-
konzentration zur Folge, was im Vergleich zur ICAM-1-Hochregulation in den 
Tumorzellen ebenfalls ein geringer Effekt war. In Bezug auf die Wirkung von CBD auf 
Nicht-Tumorzellen konnte gezeigt werden, dass CBD (4 µM) die basale ICAM-1-
Expression in humanen Konararterienendothelzellen nicht verändert und dass es die 
glukoseinduzierte Erhöhung der ICAM-1-Expression in diesen Zellen sogar inhibiert 
(Rajesh et al., 2007). Des Weiteren induzierte CBD Apoptose in myeloblastischen 
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Leukämiezellen, wohingegen Monozyten aus gesunden Spendern resistent gegenüber 
der CBD-induzierten Apoptose waren (Gallily et al., 2003). In einer Studie, in der der 
Einfluss von verschiedenen CBD-Konzentrationen (1–100 µM) auf die Proliferation von 
verschiedenen Tumor- (Kolorektal-, Brust-, Prostata-, Magenkrebszellen u. a.) und 
Nicht-Tumorzelllinien (Keratinozyten, Präadipozyten, Makrophagen) untersucht wurde, 
zeigte sich ebenfalls ein selektiver Effekt auf die Tumorzellen. So hatte CBD erst bei 
einer Konzentration, bei der das Tumorzellwachstum fast zu 100 % inhibiert wurde 
(25 µM), einen toxischen Effekt auf die Nicht-Tumorzellen (Ligresti et al., 2006). Zudem 
verringerte CBD die Viabilität von humanen Brustkrebs- und Brustepithelzellen, wobei 
aber signifikant mehr Nicht-Tumorzellen überlebten (Shrivastava et al., 2011). Des 
Weiteren zeigte CBD eine antiproliferative Wirkung auf humane Gliomzellen, 
wohingegen primäre Gliazellen nicht beeinflusst wurden (Massi et al., 2006). Zusätzlich 
zur selektiven Wirkung von CBD auf Tumorzellen, die in dieser und zahlreichen 
anderen Studien gezeigt werden konnte, wirkten auch THC und WIN55,212-2 selektiv 
und inhibierten das Wachstum von Melanomzellen, nicht aber das von normalen 
Melanozyten (Blázquez et al., 2006). Darüber hinaus inhibierte THC die Proliferation 
von Brustkrebszellen, wohingegen die von normalen Brustepithelzellen weniger stark 
beeinflusst wurde (Caffarel et al., 2006). Es existiert auch eine Reihe von in vivo-
Studien, in denen keine signifikanten Nebenwirkungen von und keine Entwicklung 
einer Toleranz gegenüber CBD beobachtet werden konnten (Review: Bergamaschi et 
al., 2011b). So wurde schon früh gezeigt, dass alle gesunden freiwilligen Probanden 
wie auch Patienten mit Epilepsie CBD gut vertrugen, ohne dass dieses Cannabinoid 
eine wesentliche Toxizität und ernste Nebenwirkungen verursachte (Cunha et al., 
1980). Eine Verabreichung von 10 mg/kg/Tag CBD über sechs Wochen hatte bei 
Chorea Huntington-Patienten keine toxischen Effekte und signifikanten Unterschiede 
im Vergleich zur Placebogruppe (Consroe et al., 1991b). Es konnten auch keine 
Nebenwirkungen von CBD bei der Untersuchung von CBD-Effekten bei Schizophrenie, 
bipolaren Störungen und Psychosen bei der Parkinson-Krankheit (Zuardi et al., 2006; 
Zuardi et al., 2009) sowie bei Untersuchung der angstlösenden Wirkung von CBD 
beobachtet werden (Bergamaschi et al., 2011a; Crippa et al., 2011). Aufgrund der 
selektiven Effekte von CBD auf Krebszellen und seiner relativ guten Verträglichkeit ist 
dieses Cannabinoid ein vielversprechender Kandidat für den therapeutischen Einsatz. 
Im Rahmen der medizinischen Anwendung werden Cannabinoide derzeit insbesondere 
aufgrund ihrer palliativen Effekte eingesetzt. So haben Cannabinoide eine positive 
Wirkung bei Spastiken (z. B. bei MS-Patienten) und bei Übelkeit und Erbrechen, die mit 
Chemo- oder Strahlentherapie assoziiert sind. Des Weiteren wirken sie analgetisch 
und stimmungsaufhellend (z. B. bei Depressionen) und können bei Schlafstörungen 
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und Appetitlosigkeit angewendet werden. Sie haben auch positive Effekte bei einigen 
gastrointestinalen Funktionsstörungen, Arteriosklerose und Glaukomen, ADHS 
(Aufmerksamkeits-Defizit-Syndrom mit Hyperaktivität) und bei Tics und Verhaltens-
störungen bei Patienten mit Tourette-Syndrom (Pacher et al., 2006; Pertwee, 2009). 
Derzeit existierende Medikamente auf Cannabis-Basis sind Dronabinol (Marinol®), 
Nabilon (Cesamet®) und Sativex® (Nabiximol). In diversen Studien hatte die Anwen-
dung von Sativex® positive Effekte bei der Behandlung von Spastiken und neuro-
pathischen Schmerzen bei MS-Patienten, wobei nur wenige Nebenwirkungen auftraten 
(Rog et al., 2005; Barnes, 2006; Nurmikko et al., 2007; Wade et al., 2010; Novotna et 
al., 2011). Die häufigsten Nebenwirkungen von Cannabinoiden sind Müdigkeit und 
Schwindel, psychische Effekte und Mundtrockenheit, wobei sich gegenüber diesen 
Nebenwirkungen innerhalb kurzer Zeit meist eine Toleranz entwickelt. Darüber hinaus 
spielen im therapeutischen Rahmen Entzugssymptome selten eine Rolle 
(Grotenhermen und Müller-Vahl, 2012). Nabilon (synthetisches THC-Analogon) wird 
zur Behandlung von chemotherapieassoziierter Übelkeit und Erbrechen eingesetzt 
(Rog, 2010) und reduziert effektiv neuropathische Schmerzen (Wissel et al., 2006; 
Frank et al., 2008). Dronabinol (synthetische Form von THC) findet Anwendung bei 
chemotherapieassoziierter Übelkeit und Erbrechen und als Appetitstimulans bei AIDS-
assoziierter Anorexie (Walsh et al., 2003), da es den Appetit steigert, Übelkeit 
verringert und keine ernsteren Nebenwirkungen (Euphorie, Schwindel, Beeinträchti-
gung der kognitiven Leistungen) hat (Beal et al., 1995).  
In Bezug auf den Einsatz von Cannabinoiden bei der Krebsbehandlung konnte in einer 
präklinischen Studie gezeigt werden, dass eine kombinierte Applikation von THC und 
Temozolomid (TMZ; alkylierendes Zytostatikum, das die DNA-Replikation von Tumor-
zellen stört) eine starke antitumorigene Aktivität in Gliomxenografts besitzt. So 
verringerte die Kombination beider Substanzen das Tumorwachstum stärker als beide 
Substanzen allein. Die wachstumsinhibierenden Effekte konnten auch bei Tumoren, 
die resistent gegenüber einer TMZ-Behandlung waren, beobachtet werden. Darüber 
hinaus führte die Verabreichung von submaximalen Dosen von THC und CBD zu 
einem reduzierten Wachstum von Gliomxenografts. Die kombinierte Behandlung mit 
TMZ und submaximalen Dosen von THC und CBD rief ebenfalls eine starke 
antitumorigene Aktivität gegenüber TMZ-sensitiven und TMZ-resistenten Tumoren 
hervor (Torres et al., 2011). Die Fähigkeit von CBD die antitumorigene Aktivität von 
THC zu verstärken, bietet dabei die Möglichkeit, die Dosis des psychoaktiven THC zu 
reduzieren. Hinzu kommt, dass eine Kombination von CBD mit THC zu einer 
synergistischen Inhibition der Proliferation von Glioblastomzellen führte (Marcu et al., 
2010). Dabei waren beide Cannabinoide allein in der Lage, Apoptose in den Zellen 
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auszulösen, wobei CBD die antiproliferative und proapoptotische Wirkung von THC 
verstärkte. Die Behandlung der Glioblastomzellen mit beiden Substanzen ging mit 
einer Modulation des Zellzyklus und der Produktion von ROS wie auch der Herunter-
regulation der ERK- und der Hochregulation der Caspase-Aktivitäten einher. Diese 
Effekte konnten mit einer der beiden Substanzen allein nicht beobachtet werden, womit 
CBD die Effektivität von THC zu verbessern scheint (Marcu et al., 2010). 
Die Ergebnisse dieser beiden Studien zeigen, dass Cannabinoide bei der 
Krebstherapie Effekte vermitteln können, die die Tumorprogression inhibieren und so 
unterstützende und verstärkende Wirkung bei der konventionellen Therapie haben 
könnten. Hinzu kommt, dass das nicht-psychoaktive CBD antitumorigene Aktivitäten 
von THC verstärken kann, was die Möglichkeit einer Verringerung der THC-Dosis 
bietet. Zudem vermittelt CBD wie auch andere Cannabinoide eine Vielzahl von 
antitumorigenen Wirkungen auf Ebene der Proliferation, Angiogenese, Invasion und 
Metastasierung (4.4). In dieser Arbeit konnte zudem auch auf Ebene der Tumorimmun-
überwachung ein positiver Einfluss von Cannabinoiden gezeigt werden. So tragen 
Cannabinoide durch Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression zur Erkennung und 
Eliminierung von Tumor- durch Immunzellen bei. Darüber hinaus scheinen v. a. hohe 
Cannabinoidkonzentrationen eine immunosuppressive Wirkung zu haben, wohingegen 
niedrige eher stimulierende Aktivität besitzen (4.5) und so in vivo erreichbare 
Konzentrationen (zwischen 18,7 nM und 35,6 nM (Consroe, 1991a)) vermutlich nicht 
zur Inhibition von Immunfunktionen führen, die bei der Tumorabwehr von Bedeutung 
sind (NK-Zellen und CTLs). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CBD (auch in 
Kombination mit THC; Sativex®) im Allgemeinen gut vertragen wird, keine ernsteren 
Nebenwirkungen hervorruft und in Bezug auf Krebszellen scheinbar eine hohe 
Selektivität gegenüber diesen entarteten im Gegensatz zu gesunden Zellen aufweist. 
So scheint CBD abgesehen von den zugelassenen Indikationen auch weiterhin in 
Bezug auf die Behandlung von Krebserkrankungen, aber auch anderen krankheits-
bedingten Störungen (siehe auch 1.2.3), ein vielversprechender Kandidat zu sein. 
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5. Zusammenfassung 
Krebserkrankungen gehören zu den häufigsten Todesursachen. Cannabinoide 
vermitteln diverse antitumorigene Effekte. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, 
dass Cannabinoide als Teil ihrer antiinvasiven und antimetastatischen Wirkung die 
Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 hochregulieren (Ramer et al., 2012). Dabei 
spielt ICAM-1 auch eine wichtige Rolle bei der Interaktion von zytotoxischen 
Lymphozyten mit ihren Zielzellen, die von entscheidender Bedeutung bei der 
Eliminierung entarteter Zellen ist (Beal et al., 2008). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der cannabinoidinduzierten 
Hochregulation der ICAM-1-Proteinexpression in Lungentumorzellen (A549, H460, 
Gehirnmetastasenzellen aus Lungenkrebspatienten) auf die Adhäsion von Lymphokin-
aktivierten Killer (LAK)-Zellen und auf die LAK-Zell-vermittelte zytotoxische Lyse der 
Tumorzellen untersucht. Dabei stand insbesondere das nicht-psychoaktive Phyto-
cannabinoid Cannabidiol (CBD) im Mittelpunkt, das sowohl die Sensitivität der 
Lungentumorzellen gegenüber der Adhäsion von als auch gegenüber der zyto-
toxischen Lyse durch LAK-Zellen erhöhte. Diese beiden Effekte wurden durch 
Behandlung der Tumorzellen mit einem neutralisierenden ICAM-1-Antikörper verringert 
bzw. aufgehoben. Darüber hinaus blockierte die Transfektion der Tumorzellen mit        
ICAM-1 siRNA und die Behandlung der Tumorzellen mit Rezeptorantagonisten gegen 
die Cannabinoid-Rezeptoren CB1 und CB2 und gegen den Vanilloid-Rezeptor TRPV1 
die CBD-induzierte gesteigerte ICAM-1-Expression und LAK-Zell-vermittelte Tumorzell-
lyse. Die Inkubation der LAK-Zellen mit einem gegen LFA-1 gerichteten Antikörper 
hatte ebenfalls eine Inhibition der LAK-Zell-vermittelten Lyse der Tumorzellen zur 
Folge. Demzufolge spielt die ICAM-1/LFA-1-Interaktion eine entscheidende Rolle bei 
der LAK-Zell-vermittelten Lyse von Lungentumorzellen, wobei die CB-Rezeptoren und 
der TRPV1 bei der Vermittlung der ICAM-1-Hochregulation und der damit einher-
gehenden gesteigerten Lyse CBD-behandelter Tumorzellen involviert sind. Die 
Behandlung der LAK-Zellen mit CBD hatte dabei keinen Einfluss auf deren Vitalität, 
LFA-1-Expression und zytotoxische Aktivität. Zusätzlich zu CBD wurde auch die durch 
Δ9-Tetrahydrocannabinol (THC) und R(+)-Methanandamid (MA) erhöhte ICAM-1-
Expression und LAK-Zell-vermittelte zytotoxische Tumorzelllyse mittels ICAM-1-
Knockdown inhibiert.  
Die Wirkung von CBD, THC und MA auf Nicht-Tumorzellen wurde mit Hilfe der 
Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B und mit Monozyten überprüft. Dabei hatte keines der 
Cannabinoide einen signifikanten Einfluss auf die LAK-Zell-vermittelte Lyse der   
BEAS-2B-Zellen. Zudem bewirkten CBD und THC nur einen geringen Anstieg der 
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ICAM-1-Proteinexpression in BEAS-2B-Zellen verglichen zu der in den Tumorzellen. 
MA hatte keinen Einfluss auf die Expression von ICAM-1 durch die Bronchial-
epithelzellen. Weiterhin führte CBD auch in den Monozyten zu einer geringeren 
Induktion der ICAM-1-Expression im Vergleich zu der in den Lungentumorzellen. 
In weiterführenden Experimenten wurde der Einfluss von Arachidonylserotonin       
(AA-5HT), einem Inhibitor der FAAH (fatty acid amide hydrolase), die Endocanna-
binoide und endocannabinoidähnliche Verbindungen hydrolysiert, auf die LAK-Zell-
vermittelte Lyse und ICAM-1-Proteinexpression der Lungentumorzellen untersucht. Die 
Behandlung der Tumorzellen mit AA-5HT hatte eine erhöhte Expression von ICAM-1 
und eine gesteigerte Tumorzelllyse zur Folge, wobei diese, ähnlich wie bei CBD, 
mittels ICAM-1 siRNA-Transfektion der Tumorzellen inhibiert wurde. Zudem konnte 
auch hier eine Beteiligung von LFA-1 und von CB1, CB2 sowie TRPV1 bei der 
Vermittlung der Lyse der Tumor- durch LAK-Zellen gezeigt werden. In Zusammenhang 
mit der FAAH-Inhibition resultierte die Behandlung der Lungentumorzellen mit den 
Endocannabinoiden Anandamid (AEA) und 2-Arachidonylglycerol und den endocanna-
binoidähnlichen Verbindungen Oleoyl- und Palmitoylethanolamid in einer erhöhten 
LAK-Zell-vermittelten Lyse. Die durch AEA induzierte erhöhte Tumorzelllyse wurde 
ebenfalls durch Knockdown von ICAM-1 und durch Blockierungsexperimente mit 
Rezeptorantagonisten gegen CB1, CB2 und TRPV1 gehemmt.  
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das nicht-
psychoaktive Cannabinoid CBD wie auch andere Cannabinoide antitumorigene 
Aktivität auf Ebene der Tumorimmunüberwachung besitzen. Dabei verstärken sie die 
Expression von ICAM-1 in Lungentumorzellen und erhöhen so deren Sensitivität 
gegenüber der zytotoxischen Lyse durch Immunzellen. Aufgrund seiner fehlenden 
Psychoaktivität, seiner zahlreichen antikanzerogenen Effekte und seiner relativ guten 
Verträglichkeit ist CBD damit auch weiterhin ein vielversprechender Kandidat für eine 
therapeutische Anwendung auf dem Gebiet der unterstützenden Krebsbehandlung. 
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8. Anhang 
8.1 Tabellarische Übersichten zu den Viabilitäten der Tumor- und Nicht-
Tumorzellen 
Die Viabilitäten der Tumorzellen wurden parallel zum Adhäsions- bzw. jeweiligen 
Zytotoxizitätsassay bestimmt. Die Werte in den Tabellen geben die Viabilität der 
Tumorzellen in % ± SEM wieder, wobei die Vehikelkontrolle immer 100 % gesetzt und 
die anderen Daten auf diese bezogen wurden. Die n-Zahl bezeichnet die Anzahl 
unterschiedlicher Versuche, wobei je Ansatz vier (x4) bzw. fünf (x5) Wells mitgeführt 
wurden. Die Viabilitätstests wurden mit 10.000 Zellen/Well (96-Well-Platten) 
durchgeführt mit Ausnahme der H460-Zellen in den Tabellen Tab. 8-4, Tab. 8-8, 
Tab. 8-9 und Tab. 8-10, bei denen wie beim Zytotoxizitätsassay 5.000 Zellen/Well 
verwendet wurden. 
Tab. 8-1: Viabilität CBD-behandelter A549-, H460- und HROBML03-Zellen parallel zum 
Adhäsionsassay 
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 2 100 ± 1 100 ± 1 
1 µM CBD 118 ± 2 96 ± 3 93 ± 2 
3 µM CBD 83 ± 6 59 ± 5 80 ± 4 
Anti-ICAM-1 98 ± 2 94 ± 2 102 ± 2 
1 µM CBD + anti-ICAM-1 119 ± 3 95 ± 3 97 ± 2 
3 µM CBD + anti-ICAM-1 82 ± 5 58 ± 5 86 ± 5 
Isotype Control 99 ± 2 95 ± 2 98 ± 2 
1 µM CBD + Isotype Control 114 ± 1 97 ± 3 92 ± 1 
3 µM CBD + Isotype Control 79 ± 5 58 ± 4 82 ± 4 
n-Zahl 8 (x4) 7 (x4) 5 (x4) 
 
Tab. 8-2: Viabilität CBD-behandelter Tumorzellen parallel zum Zytoto-                               
xizitätsassay mit LAK-Zellen, die ebenfalls mit CBD behandelt wurden 
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 2 100 ± 2 100 ± 1 
3 µM CBD 88 ± 5 76 ± 7 67 ± 5 
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Tab. 8-3: Viabilität CBD-behandelter und mit ICAM-1-Antikörper präinkubierter 
Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 1 100 ± 2 
3 µM CBD 80 ± 7 60 ± 5 78 ± 6 
Anti-ICAM-1 99 ± 2 98 ± 2 94 ± 3 
3 µM CBD + anti-ICAM-1 72 ± 6 60 ± 5 73 ± 5 
Isotype Control 98 ± 2 96 ± 2 91 ± 3 
3 µM CBD + Isotype Control 75 ± 7 59 ± 4 76 ± 4 
n-Zahl 8 (x4) 7 (x4) 4 (x4) 
 
Tab. 8-4: Viabilität ICAM-1 siRNA-transfizierter und CBD-behandelter Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel 100 ± 1 100 ± 2 100 ± 1 
3 µM CBD 101 ± 2 77 ± 3 85 ± 2 
ICAM-1 siRNA 102 ± 2 96 ± 2 93 ± 2 
3 µM CBD + ICAM-1 siRNA 109 ± 2 83 ± 3 82 ± 3 
non siRNA 99 ± 2 97 ± 2 90 ± 3 
3 µM CBD + non siRNA 107 ± 2 85 ± 3 86 ± 3 
n-Zahl 3 (x5) 7 (x5) 4 (x5) 
 
Tab. 8-5: Viabilität CBD-behandelter und mit Rezeptorantagonisten präinkubierter 
Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 2 100 ± 1 
3 µM CBD 62 ± 4 55 ± 5 65 ± 5 
3 µM CBD + AM251 57 ± 5 49 ± 5 57 ± 5 
3 µM CBD + AM630 61 ± 5 48 ± 4 64 ± 5 
3 µM CBD + AM251 + AM630 57 ± 6 47 ± 5 54 ± 4 
3 µM CBD + Capsazepin 72 ± 7 53 ± 4 56 ± 4 
n-Zahl 5 (x5) 4 (x5) 4 (x5) 
 
Tab. 8-6: Viabilität der mit Rezeptorantagonisten inkubierten Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 2 100 ± 1 
AM251 120 ± 4 101 ± 2 94 ± 3 
AM630 117 ± 3 98 ± 1 100 ± 2 
AM251 + AM630 119 ± 5 100 ± 2 99 ± 2 
Capsazepin 115 ± 5 101 ± 2 102 ± 2 
n-Zahl 3 (x5) 3 (x5) 3 (x5) 
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Tab. 8-7: Viabilität CBD-behandelter Tumorzellen parallel zum Zytoto-              
xizitätsassay mit dem LFA-1-Antikörper  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 2 100 ± 1 
3 µM CBD 64 ± 5 54 ± 4 49 ± 4 
n-Zahl 5 (x5) 5 (x5) 5 (x5) 
 
Tab. 8-8: Viabilität von MA-, THC-, JWH133- bzw. WIN55,212-2-stimulierten        
Tumorzellen 
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 2 100 ± 1 100 ± 2 
3 µM MA 94 ± 2 79 ± 2 95 ± 3 
3 µM THC 113 ± 3 74 ± 4 86 ± 2 
3 µM JWH133 105 ± 3 99 ± 2 93 ± 3 
3 µM WIN55,212-2 81 ± 5 88 ± 3 88 ± 4 
n-Zahl 6 (x5) 8 (x5) 4 (x5) 
 
Tab. 8-9: Viabilität ICAM-1 siRNA-transfizierter und MA-behandelter Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel 100 ± 1 100 ± 3 100 ± 1 
3 µM MA 94 ± 2 85 ± 4 102 ± 2 
ICAM-1 siRNA 98 ± 2 100 ± 2 92 ± 2 
3 µM MA + ICAM-1 siRNA 101 ± 2 78 ± 4 103 ± 3 
non siRNA 103 ± 3 87 ± 3 91 ± 2 
3 µM MA + non siRNA 107 ± 2 79 ± 3 106 ± 4 
n-Zahl 3 (x5) 3 (x5) 3 (x5) 
 
Tab. 8-10: Viabilität ICAM-1 siRNA-transfizierter und THC-behandelter Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel 100 ± 2 100 ± 1 100 ± 2 
3 µM THC 102 ± 3 90 ± 3 94 ± 2 
ICAM-1 siRNA 99 ± 2 97 ± 6 103 ± 3 
3 µM THC + ICAM-1 siRNA 102 ± 3 93 ± 5 96 ± 2 
non siRNA 98 ± 2 105 ± 4 99 ± 2 
3 µM THC + non siRNA 97 ± 2 98 ± 2 108 ± 3 
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Tab. 8-11: Viabilität CBD-, MA- und THC-behandelter BEAS-2B-Zellen 
 CBD MA THC 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 1 100 ± 1 
0,001 µM  94 ± 1 - - 
0,01 µM 92 ± 1 - - 
0,1 µM 92 ± 1 - - 
1 µM 103 ± 2 99 ± 2 104 ± 2 
3 µM 83 ± 6 106 ± 2 99 ± 8 
n-Zahl 6 (x5) 6 (x5) 6 (x5) 
 
Tab. 8-12: Viabilität AA-5HT-behandelter und mit Rezeptorantagonisten präinkubierter 
Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 1 100 ± 2 
10 µM AA-5HT 48 ± 2 41 ± 1 40 ± 2 
10  µM AA-5HT + AM251 45 ± 2 36 ± 1 33 ± 1 
10  µM AA-5HT + AM630 48 ± 3 33 ± 2 32 ± 2 
10  µM AA-5HT + AM251 + AM630 40 ± 1 29 ± 1 28 ± 1 
10  µM AA-5HT + Capsazepin 52 ± 2 41 ± 2 39 ± 1 
n-Zahl 3 (x5) 3 (x5) 3 (x5) 
 
Tab. 8-13: Viabilität AEA-behandelter und mit Rezeptorantagonisten präinkubierter 
Tumorzellen  
 A549 H460 HROBML03 
Vehikel  100 ± 1 100 ± 1 100 ± 1 
10 µM AEA 56 ± 2 67 ± 2 72 ± 3 
10 µM AEA + AM251 40 ± 2 47 ± 3 53 ± 4 
10 µM AEA + AM630 46 ± 1 68 ± 3 67 ± 5 
10 µM AEA + AM251 + AM630 37 ± 2 49 ± 4 55 ± 5 
10 µM AEA + Capsazepin 55 ± 2 68 ± 2 73 ± 4 
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